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El consumo de carne procedente de 
las aves de caza ha aumentado de forma 
notable en los últimos años. Asimismo, cada 
vez son más numerosas las explotaciones 
dedicadas a la producción intensiva de aves 
de caza y de otras especies no cinegéticas, 
en lo que se conoce como avicultura 
alternativa. Sin embargo, dado que estas 
especies alcanzan precios elevados en el 
mercado, es frecuente que se sustituyan de 
forma fraudulenta por otras de menor valor 
comercial y organoléptico (Wolf y col., 1999). 
Este hecho justifica la necesidad de 
desarrollar técnicas analíticas rápidas que 
permitan llevar a cabo la adecuada iden-
tificación de estas aves, tanto en carnes y 
productos cárnicos frescos, como en produc-
tos transformados (escabechados, estofados, 
deshuesados, patés, etc.). En la actualidad, 
las técnicas genéticas basadas en la 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
constituyen una de las alternativas más 
empleadas para llevar a cabo la diferen-
ciación de especies animales en los 
alimentos debido a su sensibilidad, rapidez y 
especificidad (Lenstra y col., 2001). Además, 
la técnica de PCR permite el análisis de 
muestras sometidas a distintos tratamientos 
tecnológicos, incluida la esterilización.  
Teniendo en cuenta estos aspectos, 
en esta tesis doctoral se han utilizado 
distintas técnicas genéticas de PCR (análisis 
del polimorfismo en la longitud de los 
fragmentos de restricción de regiones 
amplificadas por PCR (PCR-RFLP), PCR 
con cebadores específicos y PCR en tiempo 
real) para la detección e identificación de 
carnes procedentes de las siguientes espe-
cies de aves de caza y de la avicultura 
alternativa: codorniz (Coturnix coturnix), 
faisán (Phasianus colchicus), pintada 
(Numida meleagris), perdiz roja (Alectoris 
rufa), perdiz chukar (Alectoris chukar), perdiz 
moruna (Alectoris barbara), perdiz pardilla 
(Perdix perdix), paloma bravía (Columba 
livia), paloma torcaz (Columba palumbus), 
paloma zurita (Columba oenas), becada 
(Scolopax rusticola), zorzal común (Turdus 
philomelos), avestruz (Struthio camelus) y 
urogallo (Tetrao urogallus). Asimismo, se 
aborda su diferenciación de carnes de 
especies domésticas de consumo habitual 
como el pollo (Gallus gallus), pavo 
(Meleagris gallopavo), pato de berbería 
(Cairina moschata) y oca (Anser anser). 
1. Desarrollo de técnicas de PCR-RFLP 
para la identificación de carnes y 
productos cárnicos procedentes de aves 
de caza y de la avicultura alternativa  
La identificación de especies anima-
les mediante técnicas genéticas exige una 
cuidadosa selección de los marcadores a 
utilizar. Para el desarrollo de técnicas de 
PCR-RFLP se eligieron como marcadores 
genéticos el gen mitocondrial que codifica la 
subunidad 12S del ARN ribosómico (gen 
12S ARNr) y la región polimórfica D-loop 
incluida en la región control del ADN 
mitocondrial, ya que presentan una longitud 
y tasa de mutación adecuadas para 
discriminar especies estrechamente relacio-
nadas. En el caso de la técnica desarrollada 
en el gen 12S ARNr, se seleccionaron los 
cebadores conservados 12S-Fw/12S-Rev, 
diseñados por Fajardo y col. (2006) a partir 
de secuencias del gen 12S ARNr de varias 
especies de aves y mamíferos. Con relación 
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al ensayo basado en la región mitocondrial 
D-loop, el estudio informático de las 
secuencias de este marcador disponibles en 
las bases de datos para diferentes especies 
animales permitió el diseño de los cebadores 
conservados DloopShort-Fw/DloopShort-Rev. 
Estas parejas de cebadores amplificaron 
fragmentos comunes de aproximadamente 
720 y 310 pares de bases (pb) en los genes 
12S ARNr y D-loop, respectivamente, a partir 
del ADN de codorniz, faisán, perdiz roja, 
perdiz chukar, pintada, urogallo, becada, 
paloma torcaz, paloma bravía, zorzal común 
y avestruz, así como en otras especies de 
aves de consumo habitual (pollo, pavo, pato 
de berbería y oca). En el avestruz, sólo se 
amplificó el fragmento de 720 pb del gen 
12S ARNr. La información contenida en las 
secuencias nucleotídicas amplificadas, faci-
litó la elaboración de los mapas de 
restricción de todas las especies elegidas y 
la posterior selección de las enzimas más 
adecuadas para llevar a cabo su diferen-
ciación por PCR-RFLP. La combinación de 
las enzimas AluI y BfaI, permitió la 
identificación de las especies analizadas en 
el caso de la técnica de PCR-RFLP basada 
en el gen 12S ARNr. Por otra parte, la 
utilización combinada de las endonucleasas 
HinfI, MboII y Hpy188III hizo posible la 
diferenciación de las especies analizadas en 
el caso de la técnica desarrollada en el gen 
D-loop.  
La técnica de PCR-RFLP basada en 
el gen D-loop permitió llevar a cabo la 
identificación de las especies diana tanto en 
muestras de carne cruda, como en carne 
tratada térmicamente (121 ºC durante 20 
min), así como en diversos productos 
comerciales (escabeches, estofados, etc.) 
que contenían carne de las especies diana. 
Sin embargo, la técnica de PCR-RFLP 
basada en el gen 12S ARNr sólo resultó 
adecuada para la identificación de especies 
en carnes y productos cárnicos crudos, no 
siendo aplicable en productos tratados 
térmicamente puesto que el tratamiento 
térmico degrada el ADN impidiendo la 
amplificación del fragmento conservado de 
720 pb. 
2. Desarrollo de técnicas de PCR con 
cebadores especie-específicos para la 
identificación de carnes y productos 
cárnicos procedentes de aves de caza y 
de la avicultura alternativa  
La alineación y análisis informático 
de las secuencias nucleotídicas del 
fragmento amplificado con los cebadores 
12S-Fw/12S-Rev en las especies objeto de 
estudio, permitió el diseño de parejas de 
cebadores para la amplificación de fragmen-
tos específicos de codorniz (129 pb), faisán 
(113 pb), perdices del género Alectoris 
(perdiz roja, perdiz chukar y perdiz moruna) 
(141 pb), perdiz roja (112 pb), perdiz pardilla 
(123 pb), pintada (139 pb), paloma (133 pb), 
becada (138 pb), zorzal común (110 pb), 
urogallo (142 pb) y avestruz (155 pb), en el 
gen mitocondrial 12S ARNr. Esta ampli-
ficación se produjo tanto en muestras de 
carne cruda, como en aquellas sometidas a 
tratamientos térmicos de pasteurización    
(72 ºC durante 30 min) y esterilización     
(121 ºC durante 20 min). Todas las parejas 
de cebadores demostraron ser específicas 
frente a la especie diana correspondiente, no 
originando bandas de amplificación a partir 
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del ADN de otras especies de aves y 
mamíferos de caza y domésticos. 
Paralelamente, la información conte-
nida en las secuencias nucleotídicas de la 
región mitocondrial D-loop amplificada con 
los cebadores DloopShort-Fw/DloopShort-
Rev hizo posible el diseño de cebadores 
para la amplificación de fragmentos de ADN 
específicos de paloma (147 pb), becada  
(127 pb) y zorzal común (154 pb). Sin 
embargo, debido al alto grado de similitud 
entre las secuencias del gen D-loop 
amplificadas con los cebadores DloopShort-
Fw/DloopShort-Rev, no fue posible diseñar 
parejas de cebadores específicos para el 
resto de especies. Por este motivo, se llevó 
a cabo la amplificación y secuenciación de 
un fragmento de mayor tamaño en la región 
mitocondrial D-loop empleando la pareja de 
cebadores conservados DloopLong-Fw y 
DloopLong-Rev. Estos cebadores se diseña-
ron a partir de secuencias disponibles en las 
bases de datos y permitieron la amplificación 
de un fragmento conservado de la región   
D-loop de entre 485 y 600 pb, dependiendo 
de la especie. El análisis de las secuencias 
generadas permitió el diseño de cebadores 
para la amplificación de fragmentos especí-
ficos de 96, 100, 104, 106 y 97 pb a partir del 
ADN de codorniz, faisán, perdices del 
género Alectoris, pintada y urogallo, respecti-
vamente. Por otra parte, el estudio de las 
secuencias del gen D-loop disponibles en la 
bases de datos para el avestruz, permitió el 
diseño de una pareja de cebadores para la 
amplificación de un fragmento específico de 
148 pb a partir del ADN de esta especie. De 
forma similar a los cebadores diseñados en 
el gen mitocondrial 12S ARNr, las parejas de 
cebadores específicos basadas en la región 
D-loop permitieron la amplificación de las 
especies diana tanto en muestras crudas 
como en muestras pasteurizadas y este-
rilizadas. Asimismo, todos los cebadores 
demostraron ser específicos para la especie 
diana ya que no originaron bandas de 
amplificación en otras especies de aves y 
mamíferos de caza y domésticos. 
En las técnicas de PCR, la presencia 
de sustancias inhibidoras en las muestras a 
analizar puede disminuir o incluso impedir 
por completo la amplificación del ADN. Para 
evitar una incorrecta interpretación de 
aquellos resultados de amplificación nega-
tiva que puedan deberse a fenómenos de 
inhibición, se diseñaron las parejas de 
cebadores conservados 18SEu-Fw/18SEu-
Rev y 18SpEu-Dir/18SpEu-Inv a partir de 
secuencias del gen nuclear 18S disponibles 
en las base de datos para varias especies de 
aves y mamíferos. Estos cebadores amplifi-
caron fragmentos de 89 y 141 pb, 
respectivamente, en todas las especies 
analizadas. 
El límite de detección de los ceba-
dores específicos se determinó mediante la 
amplificación por PCR del ADN obtenido a 
partir de mezclas binarias experimentales 
que contenían un 0,1, 1, 5, 10, 25 y 50 % de 
tejido muscular de la especie diana en tejido 
muscular de pollo. Las mezclas binarias se 
analizaron crudas y tras someterse a un 
tratamiento térmico de esterilización. El 
límite de detección fue del  0,1 % para todas 
las especies analizadas, no modificándose 
cuando se analizaron las mezclas esterili-
zadas.  
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Posteriormente, las parejas de 
cebadores especie-específicos se emplearon 
para llevar a cabo el análisis de diversos 
productos comerciales (escabeches,  patés, 
estofados, embutidos, etc.) que contenían 
carne de las especies diana. Los cebadores 
específicos diseñados permitieron la identi-
ficación de las especies diana en todos los 
productos analizados a excepción de varios 
patés de perdiz en los que no se produjo 
amplificación con los correspondientes 
cebadores específicos. Sin embargo sí se 
obtuvo amplificación con las dos parejas de 
cebadores empleadas como control positivo, 
lo cual puede indicar la existencia de un 
posible fraude en el etiquetado de estos 
productos. Asimismo, diversas conservas 
etiquetadas como carne de perdiz roja no se 
amplificaron con los cebadores específicos 
de perdiz roja, aunque sí se obtuvo 
amplificación con los cebadores específicos 
para especies de perdiz del género Alectoris, 
así como con los cebadores empleados 
como control positivo de amplificación. Estos 
resultados podrían deberse a un posible 
fraude derivado de la sustitución de perdiz 
roja por otras perdices del género Alectoris.  
Las técnicas desarrolladas se utili-
zaron también para llevar a cabo el análisis 
de piensos destinados a la alimentación de 
animales de compañía que contenían carne 
de las especies diana. Los cebadores 
específicos diseñados permitieron la identi-
ficación de las especies diana en la mayoría 
de los piensos analizados. No obstante, en 
algunos piensos elaborados con carne de 
faisán no se obtuvo amplificación con los 
cebadores específicos de faisán, lo cual 
podría indicar un fraude en su etiquetado. 
Por otra parte, en esta tesis doctoral 
se desarrolló un método para la detección de 
fraudes en el etiquetado de productos 
cárnicos procedentes de perdiz roja. La 
carne de perdiz roja despierta un especial 
interés entre los consumidores alcanzando 
precios elevados en el mercado en compa-
ración con otras especies de perdiz. Los 
productos comerciales de perdiz roja 
presentan en su etiquetado dos tipos de 
denominaciones: “carne de perdiz roja” y 
“carne de perdiz roja de caza”. Conviene 
especificar que en la elaboración de los 
primeros se pueden emplear ejemplares de 
perdiz roja puros, o híbridos resultantes de 
cruces industriales de perdiz roja con perdiz 
chukar. Por el contrario, sólo ejemplares 
puros de perdiz roja pueden ser etiquetados 
como perdiz roja de caza. Teniendo en 
cuenta que el ADN mitocondrial es heredado 
únicamente por vía materna, el empleo de 
los cebadores específicos de perdiz roja 
diseñados en el gen 12S ARNr presenta 
limitaciones para el análisis de autenticidad 
de los productos cárnicos de perdiz roja 
puesto que no permiten la detección de 
aquellos individuos etiquetados como “carne 
de perdiz roja” resultantes de cruces entre 
hembras de perdiz chukar y machos de 
perdiz roja, y tampoco permiten determinar si 
las perdices rojas empleadas en la 
elaboración de los productos etiquetados 
como “carne de perdiz roja de caza” 
corresponden a individuos puros o a híbridos 
resultantes de cruces entre hembras de 
perdiz roja y machos de perdiz chukar. 
Debido a la imposibilidad de diferen-
ciar perdices rojas puras e híbridas mediante 
el empleo de los cebadores específicos de 
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perdiz roja diseñados en el gen mitocondrial 
12S ARNr, se seleccionó como marcador 
genético el gen nuclear que codifica para la 
rodopsina. Este gen se emplea para la 
diferenciación de perdices rojas puras, 
híbridos de perdiz chukar y roja, y perdices 
chukar puras en un estudio desarrollado por 
Arruga y col. (2007a). El método descrito por 
estos investigadores se basa en la 
amplificación de un fragmento de 441 pb del 
intron 1 del gen que codifica para la 
rodopsina y en la posterior detección en este 
fragmento de un polimorfismo en una base 
nucleotídica distinta en perdiz roja y en 
perdiz chukar. Sin embargo, teniendo en 
cuenta que la amplificación de fragmentos 
mayores a 200 pb puede resultar proble-
mática en muestras tratadas térmicamente, 
en este trabajo se llevó a cabo el diseño de 
una nueva pareja de cebadores que 
permitiese la amplificación en muestras de 
perdiz tratadas térmicamente. El alinea-
miento y comparación de las secuencias del 
gen de la rodopsina disponibles en las bases 
de datos para perdiz roja y perdiz chukar 
permitió el diseño de una pareja de 
cebadores para la amplificación de un 
fragmento de 110 pb en ambas especies. La 
secuenciación de los fragmentos amplifi-
cados reveló la presencia del nucleótido 
timina en la posición 47 de la secuencia de 
las perdices rojas puras y del nucleótido 
citosina en las perdices chukar puras. Los 
híbridos resultantes de cruces entre perdiz 
roja y perdiz chukar presentaron ambas 
bases nucleotídicas en la misma posición.  
Posteriormente, la técnica desarro-
llada se utilizó para el análisis de diversos 
productos comerciales de perdiz etiquetados 
como “carne de perdiz roja” y “carne de 
perdiz roja de caza”. Los resultados de este 
análisis revelaron la existencia de fraudes de 
sustitución de perdiz roja por perdiz chukar 
pura en varios productos etiquetados como 
perdiz roja. 
3. Desarrollo de técnicas de PCR en 
tiempo real para la identificación de 
carnes y productos cárnicos procedentes 
de aves de caza y de la avicultura 
alternativa  
En los últimos años, los ensayos de 
PCR han evolucionado hacia procedimientos 
más rápidos y automatizados entre los que 
destaca la técnica de PCR en tiempo real. 
Esta técnica se basa en el empleo de 
compuestos fluorescentes y proporciona un 
resultado numérico en tiempo real que 
permite la cuantificación de la especie de 
interés y el tratamiento estadístico de los 
datos obtenidos.  
En esta tesis doctoral se han 
desarrollado ensayos de PCR en tiempo real 
utilizando el agente intercalador fluorescente 
SYBR® Green y sondas TaqMan® especie-
específicas para la identificación de carnes 
de codorniz, faisán, perdices del género 
Alectoris, pintada, becada, zorzal común, 
paloma bravía, paloma torcaz, paloma zurita, 
avestruz y urogallo. Para cumplir este 
objetivo, se utilizaron las parejas de 
cebadores diseñadas en el gen 12S ARNr 
para la amplificación de fragmentos de ADN 
específicos de codorniz, faisán, perdices del 
género Alectoris, pintada, paloma, becada, 
zorzal común, urogallo y avestruz, respecti-
vamente. Para la detección de carne de 
paloma bravía, paloma torcaz y paloma 
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zurita se diseñaron en el gen mitocondrial 
12S ARNr cebadores que permitían la 
amplificación de fragmentos específicos de 
174, 128 y 121 pb, respectivamente. 
Además, se llevó a cabo el diseño de una 
pareja de cebadores para la amplificación de 
un fragmento conservado de 148 pb en las 
tres especies de paloma analizadas, puesto 
que la pareja de cebadores diseñados 
previamente para el análisis de carnes de 
paloma mediante PCR convencional sólo 
permitía la amplificación de paloma bravía y 
torcaz. 
Por otra parte, se diseñaron sondas 
TaqMan® especie-específicas para la 
detección de codorniz, faisán, becada, zorzal 
común, avestruz, urogallo, paloma bravía, 
torcaz y zurita. Asimismo, se diseñó una 
sonda para la detección conjunta de las tres 
especies de paloma. La similitud en la 
posición de los cebadores específicos de 
perdiz y pintada, y de los cebadores para la 
detección conjunta de paloma bravía y 
torcaz, permitió el diseño de una sonda 
común para estas especies. Como control 
positivo de amplificación y para normalizar 
los valores obtenidos en la detección 
específica de las especies diana se empleó 
la pareja de cebadores conservados 
18SpEu-Dir/18SpEu-Inv y la sonda TaqMan® 
18STM.  
Todos los sistemas específicos 
permitieron la amplificación del fragmento 
específico esperado a partir del ADN de las 
correspondientes especies diana. El análisis 
de ADNs procedentes de diversas especies 
de aves y mamíferos, confirmó la especificad 
de los sistemas en tiempo real desarrollados. 
 Asimismo, se procedió a la 
cuantificación de la presencia de ADN de las 
especies diana en mezclas cárnicas binarias 
crudas y esterilizadas, que contenían distin-
tos porcentajes (0,1, 1, 5, 10, 25 y 50 %) de 
la especie diana en una matriz cárnica de 
pollo. Para ello, se utilizó el método de la 
cuantificación absoluta con relación a una 
recta estándar obtenida a partir de los 
valores de Cp de las mezclas cárnicas. Los 
resultados obtenidos demostraron la 
capacidad de las técnicas de PCR en tiempo 
real desarrolladas para llevar a cabo la 
detección cuantitativa de ADN de las 
especies diana en las mezclas cárnicas. No 
obstante, los resultados indicaron que el tipo 
de procesado térmico y el tejido animal 
presente en la muestra influyen en las 
ecuaciones de cuantificación.  
El empleo de las sondas TaqMan® en 
la técnica de PCR en tiempo real desarro-
llada aportó ventajas frente al SYBR® Green, 
ya que mejoró la especificidad, eficiencia y 
sensibilidad alcanzadas. El límite de 
detección de ambos ensayos fue del 0,1 % 
para todas las especies analizadas, tanto en 
las muestras crudas como en las sometidas 
a tratamiento térmico.  
Finalmente, la técnica de PCR en 
tiempo real con sondas TaqMan® se empleó 
para el análisis de diversos productos 
comerciales que contenían carne de las 
especies diana. La técnica de PCR permitió 
la detección de la especie diana en todos los 
productos analizados, a excepción de varios 
patés de perdiz y de faisán en los que no se 
obtuvo amplificación con los cebadores 
específicos correspondientes. Sin embargo, 
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el ADN procedente de estos patés sí se 
amplificó con los cebadores empleados 
como control positivo de amplificación. Estos 
resultados coinciden con los obtenidos en el 
análisis de los mismos productos mediante 
PCR convencional. Asimismo, varias conser-
vas etiquetadas como paloma zurita no se 
amplificaron con los cebadores específicos 
correspondientes. En cambio, estas mues-
tras sí se amplificaron con los cebadores 
específicos de paloma bravía, lo cual podría 
indicar un fraude derivado de la sustitución 
de paloma zurita por paloma bravía. 
Respecto a la cuantificación del contenido de 
la especie diana en los productos 
comerciales, sería necesario preparar rectas 
estándar a partir de muestras con 
composición y tratamiento térmico idénticos 
a los de los productos analizados. Sin 
embargo, teniendo en cuenta la gran 
variedad de ingredientes que se utilizan en la 
preparación de los productos cárnicos así 
como la diversidad en los tratamientos 
térmicos aplicados en la industria cárnica, la 
preparación de diferentes rectas de calibrado 
para cada tipo de producto resulta inviable. 
Por tanto, el empleo de la técnica de PCR en 
tiempo real para el análisis de productos 
cárnicos queda limitado a una detección 
cualitativa de la especie diana, siendo 
imposible la cuantificación real del contenido 
de la misma. 
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In the last few years, the 
consumption of game bird meat and derived 
products has increased significantly in many 
parts of the world. Moreover, recently, typical 
game bird species are being produced in 
alternative poultry farms together with other 
avian species which has contributed to an 
increase in the offer of this kind of meat. The 
steadily growing demand for this type of 
meat and meat products as well as the high 
prices that consumers are ready to pay for 
them could lead to fraudulent practices of 
game bird meat substitution. Therefore, it is 
necessary to develop and apply rapid and 
accurate methods for the identification of 
inappropriately labelled game bird meat 
products. Recently, full attention has been 
turning towards application of DNA 
approaches for species identification. Among 
genetic techniques currently applied to meat 
authentication, polymerase chain reaction 
(PCR) is the most common approach due to 
its high power of sensitivity, specificity, and 
speed (Lenstra et al., 2001). Moreover, since 
DNA is a relatively stable molecule, PCR 
technology allows the analysis of processed 
or heat-treated samples.  
Taking these considerations into 
account, the aim of this work was to develop 
several PCR-based techniques (polymerase 
chain reaction-restriction fragment length 
polymorphism (PCR-RFLP), PCR using 
species-specific primers, and real-time PCR) 
for the detection and identification of meats 
from the following game and alternative 
poultry farming species: quail (Coturnix 
coturnix), pheasant (Phasianus colchicus),  
guinea fowl (Numida meleagris), red-legged 
partridge (Alectoris rufa), chukar partridge 
(Alectoris chukar), barbary partridge 
(Alectoris barbara), grey partridge (Perdix 
perdix), common pigeon (Columba livia), 
woodpigeon (Columba palumbus), stock 
pigeon (Columba oenas), Eurasian 
woodcock (Scolopax rusticola), song thrush 
(Turdus philomelos), ostrich (Struthio 
camelus), and capercaillie (Tetrao urogallus). 
The work is also intended to enable the 
differentiation among these meats and those 
from chicken (Gallus gallus), turkey 
(Meleagris gallopavo), Muscovy duck 
(Cairina moschata), and goose (Anser 
anser).  
1. Development of PCR-RFLP techniques 
for the identification of meat and meat 
products from game and alternative 
poultry farming avian species 
In this study, 12S ribosomal RNA and 
D-loop mitochondrial genes were used as 
molecular markers for meat species 
identification because they have an adequate 
length and their mutation rate induces 
substantial genetic interspecies variation 
facilitating identification of closely related 
species. To amplify a common DNA 
fragment from the 12S rRNA gene of all the 
considered species, primers 12S-Fw and 
12S-Rev designed by Fajardo et al. (2006) 
were used. On the other hand, the com-
parison of mitochondrial D-loop sequences 
available in the databases for several animal 
species allowed the design of DloopShort-
Fw/DloopShort-Rev conserved primer pair. 
These primer pairs successfully amplified 
conserved regions of approximately 720 and 
310 base pairs (bp) from the mitochondrial 
12S rRNA and D-loop genes, respectively, of 
  ABSTRACT 
 
12 
quail, pheasant, red-legged partridge,  
chukar partridge, guinea fowl, capercaillie, 
woodpigeon, common pigeon, Eurasian 
woodcock, ostrich, chicken, turkey, Muscovy 
duck, and goose species. For ostrich 
species, only the 720 bp from the 
mitochondrial 12S rRNA gene was amplified. 
The information obtained after sequencing 
and restriction map analysis of the achieved 
12S rRNA and D-loop sequences, allowed 
the selection of restriction endonucleases for 
the differentiation of meats from all the 
analyzed species by PCR-RFLP. The 
combination of AluI and BfaI endonucleases 
facilitated unequivocal identification of the 
target species in the PCR-RFLP technique 
based on the mitochondrial 12S rRNA gene, 
while the combination of HinfI, MboII, and 
Hpy188III endonucleases allowed the identi-
fication of the analyzed species when the   
D-loop gene was used as molecular marker.  
The PCR-RFLP technique based on 
the D-loop region was suitable for the 
analysis of raw and heat-treated (121 ºC for 
20 min) meats, and commercial meat 
products (pickled meat, roasted meat, etc.) 
from the target species. However, the use of 
the PCR-RFLP method based on the 12S 
rRNA gene was limited to raw meat 
authentication not being suitable for cooked 
products because thermal treatment strongly 
accelerates DNA degradation leading to 
difficulties in amplifying the 720 bp fragment. 
2. Development of PCR techniques using 
species-specific primers for the identifi-
cation of meat and meat products from 
game and alternative poultry farming 
avian species 
The information obtained after 
alignment and comparison of the sequences 
obtained from the target species with 12S-Fw 
and 12S-Rev conserved primers allowed the 
design of primer pairs for the amplification of 
specific fragments of 129, 113, 141, 112, 
123, 139, 133, 138, 110, 142, and 155 bp in 
the 12S rRNA gene of quail, pheasant, 
partridge species from the genus Alectoris 
(red-legged partridge, chukar partridge, and 
barbary partridge), red-legged partridge, grey 
partridge, guinea fowl, pigeon, Eurasian 
woodcock, song thrush, capercaillie, and 
ostrich, respectively. PCR results indicated 
effective amplification of the desired DNA 
segments in raw, pasteurized (72 ºC for 30 
min) and sterilized (121 ºC for 20 min) meat 
samples. No PCR amplification signal was 
obtained when DNAs from other game and 
domestic animal species were tested, 
confirming the specificity of the designed 
species-specific primer pairs. 
On the other hand, the detailed study 
of mitochondrial D-loop sequences from the 
considered species, obtained with Dloop-
Short-Fw/DloopShort-Rev primers allowed 
the design of specific primer pairs for pigeon 
(147 bp), Eurasian woodcock (127 bp), and 
song thrush (154 bp). Nevertheless, due to 
the high degree of similarity between D-loop 
gene sequences obtained, it was not 
possible to design species-specific primers 
for the rest of species. For this reason, a 
longer polymorphic DNA region from the     
D-loop gene, potentially suitable for further 
species differentiation, was amplified and 
sequenced using DloopLong-Fw/DloopLong-
Rev conserved primers. These primers were 
designed based on the comparison of 
  ABSTRACT 
 
13 
mitochondrial D-loop sequences available in 
the databases for several animal species. 
Bands obtained after PCR amplification with 
this set of primers ranged in size from 485 to 
600 bp, depending on the species analyzed. 
The detailed study of the sequence 
multialignment permitted the design of 
specific primer pairs for quail (96 bp), 
pheasant (100 bp), partridge species from 
the genus Alectoris (104 bp), guinea fowl 
(106 bp), and capercaillie (97 bp). In 
addition, the comparison of D-loop gene 
sequences available in the databases for 
ostrich allowed the design of a primer pair for 
the amplification of a 148 bp specific 
fragment in this species. All the species-
specific primer pairs amplified the desired 
DNA fragments in both raw and heat-treated 
meat samples. No amplification signal was 
observed when other game and domestic 
animal species were analyzed with the 
species-specific primers, demonstrating the 
high specificity of the PCR technique 
developed. 
A common problem of PCR-based 
methods is failure of DNA amplification due 
to the presence of inhibitory substances in 
the samples. Inhibition influences the 
outcome of PCR reaction by lowering or 
completely preventing the amplification. 
Thus, it is essential to include positive 
controls in order to avoid false-negative 
results. For this reason, two positive control 
primer pairs, 18SEu-Fw/18SEu-Rev and 
18SpEu-Dir/18SpEu-Inv oligonucleotides, 
were designed based on conserved nuclear 
18S rRNA gene sequences available in the 
databases for various avian and mammal 
species. These primers amplified conserved 
fragments of 89 or 141 bp, respectively, on 
the 18S rRNA gene of all game and domestic 
species analyzed, avoiding any possible 
false-negative amplification throughout the 
assays due to PCR inhibition. 
To determine the sensitivity of the 
species-specific assays, amplifications were 
performed on series of experimental binary 
meat mixtures containing different percent-
ages (0.1, 1, 5, 10, 25, and 50 %) of each 
target species in a chicken meat matrix. The 
detection limit of the PCR assays was set on 
0.1 % for all the species tested. The 
sterilized treatment applied to samples did 
not modify the detection limit.  
On the other hand, several comercial 
meat products obtained through a broad 
variety of technological processes (mincing, 
precooking, curing, cooking, sterilization, 
smoking, etc.) containing meat from the 
target species, were also analyzed to 
evaluate the usefulness of the PCR method 
developed. In most cases, the results 
obtained from the analysis of food products 
were in agreement with the declaration of the 
target species content on the label. 
Nevertheless, some partridge pâtés were not 
amplified with the corresponding species-
specific primers. However, successful 
amplification was obtained with the positive 
control primers, suggesting a possible fraud 
in the labelling of these samples. Moreover, 
various partridge meat products labelled as 
red-legged partridge were not amplified with 
red-legged partridge species-specific pri-
mers. Nevertheless, these samples were 
correctly amplified with the primers used for 
the amplification of partridge species from 
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the genus Alectoris, and with the positive 
control primers. These results would indicate 
a possible fraud in the labelling of these 
products derived from the substitution of red-
legged partridge meat with meat from other 
partridge species from the genus Alectoris.  
In addition, the PCR assay was also 
used for the analysis of pet food products 
containing meat from the target species. The 
species-specific primer pairs successfully 
detected the presence of the target species 
in most of the analyzed samples. However, 
several pet food products containing 
pheasant meat were not amplified with 
pheasant-specific primers, which suggests a 
possible fraud in the labelling of these pet 
food products. 
In this work, a PCR method was also 
developed for the detection of fraudulent 
labelling of red-legged partridge products. 
Red-legged partridge meat is greatly 
appreciated by consumers commanding a 
high price compared with meat from other 
partridge species. For this reason, the red-
legged partridge label could be indis-
criminately used in products containing meat 
from other partridge species, resulting in 
large profits for manufacturers and suppliers. 
Among red-legged partridge meat products 
sold in the market, two different names can 
be found on the label: “red-legged partridge” 
and “game red-legged partridge”. The 
difference between red-legged partridge and 
game red-legged partridge products comes 
from the fact that red-legged partridge 
products are prepared from farm-raised red-
legged partridges, whereas those products 
labelled as game red-legged partridge are 
prepared from red-legged partridges coming 
from hunting activity. Taking into account that 
red-legged partridges are often crossed with 
chukar partridges in meat production farms 
to increase the productivity of the animals, 
both pure red-legged partridges and hybrids 
resulting from crosses between red-legged 
and chukar partridges could be present in 
products labelled as red-legged partridge. 
However, only pure red-legged partridge 
individuals can be present in game red-
legged partridge meat products. Considering 
this aspect, the use of red-legged partridge 
species-specific primers based on the 12S 
rRNA mitochondrial gene presents some 
limitations for the detection of fraudulent 
labelling of red-legged partridge products. 
This is ascribed to the fact that because 
mitochondrial DNA is inherited maternally, 
red-legged partridge-specific primers will 
detect only those partridge individuals with 
red-legged partridge maternal lineage. 
Therefore, if chukar females are crossed with 
red-legged males, the resulting hybrid 
partridges will not be amplified by the specific 
red-legged partridge primers.  Moreover, the 
use of these primers also presents limitations 
for the detection of fraudulent labelling of 
game red-legged partridge meat products 
because it does not allow for determination 
of whether the amplified DNA fragments 
correspond to pure red-legged partridges 
coming from hunting activity or to farm hybrid 
individuals resulting from crosses between 
red-legged females and chukar males. 
Due to the impossibility to 
differentiate between pure and hybrid red-
legged partridge on the basis of the 12S 
rRNA mitochondrial gene, a search and 
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review of the genetic markers already used 
to differentiate pure red-legged partridges 
from hybrids resulting from crosses between 
red-legged partridge and chukar partridge 
was carried out. After detailed study of the 
existing methods, a PCR technique 
developed by Arruga et al. (2007a) was 
selected. These authors reported the 
presence of a single nucleotide polymor-
phism (SNP) between red-legged partridge 
and chukar partridge species in a 441 bp 
fragment from intron 1 of the rhodopsin gene 
consisting of a thymine for cytosine base 
change at position 87. Based on this study, 
and to adapt the PCR methodology 
described by these authors for the analysis 
of heat-treated meat products, a pair of 
primers for the amplification of a 110 bp 
fragment containing the diagnostic SNP was 
designed. Sequencing of the generated 
rhodopsin amplicons revealed that red-
legged partridges presented the nucleotide 
thymine in the diagnostic position of the 
rhodopsin gene sequence whereas chukar 
partridges presented the nucleotide cytosine. 
Hybrid individuals resulting from crosses 
between red-legged and chukar partridge 
species presented both nucleotides in the 
diagnostic position. 
The results obtained after the 
analysis of the rhodopsin gene fragment from 
red-legged partridge and game red-legged 
partridge meat products revealed the 
existence of frauds involving the replacement 
of red-legged partridge meat with meat from 
pure chukar partridge individuals. 
3. Development of real-time PCR 
techniques for the identification of meat 
and meat products from game and 
alternative poultry farming avian species 
Real-time PCR is a powerful 
technique for the analysis of a given specific 
nucleic acid template present in a sample. 
The technique uses fluorescent molecules to 
monitor the generation of amplification 
products during each cycle of amplification, 
and the amount of template can be 
numerically obtained by advanced analytical 
methods. Real-time PCR is markedly more 
sensitive and accurate than other PCR-
based approaches, giving quantitative results 
difficult to obtain with conventional end-point 
PCR.  
In this work, several real-time PCR 
approaches were developed for the 
identification of meat from quail, pheasant, 
partridge species from the genus Alectoris, 
guinea fowl, common pigeon, woodpigeon, 
stock pigeon, Eurasian woodcock, song 
thrush, ostrich, and capercaillie. The non-
specific fluorescent dye SYBR® Green and 
species-specific TaqMan® probes were 
employed as detection platform of the 
assays. To accomplish this objective, primer 
pairs previously designed for the amplifi-
cation of specific DNA fragments in the 
mitochondrial 12S rRNA gene of quail, 
pheasant, partridge species from the genus 
Alectoris, guinea fowl, pigeon, Eurasian 
woodcock, song thrush, capercaillie, and 
ostrich, were used. Moreover, the alignment 
of 12S rRNA gene sequences available in 
the databases allowed the design of primers 
for the amplification of specific fragments in 
common pigeon (174 bp), woodpigeon (128 
bp), and stock pigeon (121 bp). In addition, 
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another primer pair was designed for the 
amplification of a common fragment of 
approximately 148 bp from the 12S rRNA 
gene of the three pigeon species analyzed, 
since pigeon-specific primers designed 
previously for the analysis of pigeon meat 
using conventional PCR only allowed the 
amplification of common pigeon and 
woodpigeon species.  
To accomplish the detection proce-
dure in the real-time PCR approaches using 
TaqMan® probes, species-specific TaqMan® 
probes were designed for the detection of 
quail, pheasant, Eurasian woodcock, song 
thrush, ostrich, capercaillie, common pigeon, 
woodpigeon, and stock pigeon. In addition, a 
TaqMan® probe was designed for the 
simultaneous detection of the three pigeon 
species. On the other hand, a common probe 
was designed for the detection of partridge, 
guinea fowl, and common pigeon and 
woodpigeon. Moreover, another TaqMan® 
probe based on conserved 18S rRNA gene 
sequences available in the databases for 
various avian and mammal species was 
used together with 18SpEu-Dir and 18SpEu-
Inv primers to normalize the values obtained 
with the specific primer pairs, and as positive 
control of the total PCR-amplifiable 
eukaryotic DNA present in the sample.  
Each species-specific PCR system 
was tested for its selectivity and cross-
reactivity, showing no cross amplification 
with DNAs from different game and domestic 
meat species. The ability of the real-time 
PCR methods for quantitative detection of 
the target DNAs was established through 
analysis of raw and sterilized experimental 
binary mixtures containing different percent-
ages (0.1, 1, 5, 10, 25, and 50 %) of each 
target species in a chicken meat matrix. For 
each species, a standard curve was 
determined with the Cp values generated 
from every meat percentage contained in the 
binary mixtures. Analysis of experimental raw 
and sterilized binary mixtures of the target 
species demonstrated the suitability of the 
assay for the quantification of the target 
DNAs in the mixtures. However, the heat 
treatment influenced the calibration curves 
originated in raw and sterilized meat 
mixtures. Therefore, different calibration 
curves should be used in accordance with 
the tissue matrix and the heat treatment 
applied in order to achieve reliable quanti-
fication of target species meat content. 
Results obtained showed that the use 
of TaqMan® probes as detection system 
increased the specificity, efficiency, and 
sensitivity of the real-time PCR assays in 
comparison with the results obtained using 
SYBR® Green. The detection limit for both 
TaqMan® and SYBR® Green approaches 
was set on 0.1 % for all the species tested 
either on raw or sterilized meat samples. 
Finally, several commercial meat 
products from the target species were 
analyzed using the real-time PCR systems 
based on TaqMan® probes in order to 
evaluate the usefulness of the PCR method 
developed. In most cases, the results 
obtained from the analysis of meat products 
were in agreement with the declaration of the 
target species content on the label. However, 
some partridge and pheasant pâtés, which 
were supposed to contain partridge and 
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pheasant, respectively, did not produce 
positive results with the corresponding 
species-specific real-time PCR systems. 
Nevertheless, successful results were 
obtained with the positive control system, 
suggesting a possible fraud in the labelling of 
these pâté samples. These results are in 
accordance with those obtained from the 
analysis of the same products using 
conventional PCR. In addition, several stock 
pigeon meat products were not amplified with 
the corresponding specific primers. However, 
these products were correctly amplified with 
common pigeon-specific primers, which 
suggest a possible fraud derived from the 
substitution of stock pigeon meat with meat 
from common pigeon. Regarding the 
applicability of the real-time PCR technique 
for the quantification of the target species in 
commercial meat products it would be 
necessary to prepare appropriate calibration 
standards similar in composition and heat 
treatment to the commercial samples. 
However, taking into account the great 
variety of ingredients used in the preparation 
of commercial meat products, as well as the 
diversity of heat treatments applied by the 
meat industry, the preparation of calibration 
standards for each type of product is not 
feasible. Therefore, although in theory the 
present real-time PCR techniques have the 
potential for quantitative measurements, the 
reality is that their application for the analysis 
of real commercial meat products is limited to 
a qualitative detection of the target species.  
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 a caza tiene una importante 
repercusión económica y social, desde su 
origen como actividad de supervivencia 
ancestral para el hombre, hasta la actualidad 
donde se considera no sólo como una 
actividad de ocio, deporte o turismo de 
naturaleza, sino como una nueva rama 
ganadera (ganadería cinegética).  
 En España, el consumo de carne de 
aves de caza se ha incrementado de forma 
notable en los últimos años debido, en parte, 
al auge de las explotaciones ganaderas 
dedicadas a la cría de estas aves y de otras 
especies de aves no cinegéticas en lo que 
hoy se conoce como avicultura alternativa. 
Sin embargo, los fraudes de sustitución de la 
carne de aves de caza y de la avicultura 
alternativa, así como de los productos 
derivados, son muy comunes debido al 
beneficio que se obtiene al vender carne de 
especies menos valoradas por otras más 
demandadas y de precio superior (Wolf y col., 
1999; Brodmann y col., 2001; Hoffman y 
Wiklund, 2006). Muchas de estas especies 
se someten antes de su comercialización a 
operaciones de deshuesado, fileteado o 
picado que hacen desaparecer las caracte-
rísticas morfológicas que permitirían su 
identificación. Además, son cada vez más 
numerosos los productos que se someten a 
tratamientos tecnológicos como la pasteuri-
zación, esterilización, escabechado, etc., 
que modifican las características de color o 
textura dificultando más aún la identificación. 
Paralelamente, el comercio de especies 
protegidas o de productos procedentes de 
ellas ha contribuido a poner en peligro la 
biodiversidad, ocupando el tercer lugar en el 
ranking del comercio ilegal tras el tráfico de 
armas y el de drogas. Asimismo, la caza 
furtiva amenaza la supervivencia de un 
elevado número de especie animales. Cada 
año, millones de ejemplares en peligro de 
extinción se capturan ilegalmente como 
trofeos de caza o para consumo humano 
(Teletchea y col., 2005). Estos factores, 
unidos al aumento en las exportaciones de 
este tipo de productos, justifican la 
necesidad de disponer de técnicas analíticas 
rápidas que permitan la adecuada identifi-
cación de la carne procedente de estas 
especies animales (Partis y col., 2000; Mafra 
y col., 2008). 
 Los procedimientos analíticos con-
vencionales más utilizados en la identifi-
cación de especies animales en productos 
cárnicos incluyen diversas técnicas basadas 
en el análisis de las proteínas, como las 
electroforéticas (Arun y Ugur, 2000; Renon y 
col., 2003; Montowska y Pospiech, 2007), 
cromatográficas (Toorop y col., 1997; Chou y 
col., 2007), espectrométricas (Kulmyrzaev y 
col., 2007; Núñez y De la Haba, 2007) e 
inmunológicas (Chen y col., 2002; Ayaz y 
col., 2006). Una de las limitaciones que 
presentan las técnicas electroforéticas y 
cromatográficas es que pueden generar 
perfiles proteicos complejos y bastante 
similares para las distintas especies 
animales, dificultando su correcta identifi-
cación (Vallejo y col., 2005). Las técnicas 
espectrométricas requieren equipos sofisti-
cados y análisis de calibración exhaustivos 
(Núñez y De la Haba, 2007). Con relación a 
las técnicas inmunológicas, los resultados 
obtenidos son más sencillos de interpretar, 
aunque su principal problema se presenta 
cuando los productos que se analizan han 
L
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sido sometidos a tratamientos térmicos que 
desnaturalizan las proteínas (Rao y Hsieh, 
2008). 
 Las técnicas genéticas, concreta-
mente aquellas basadas en la reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR), constituyen 
una estrategia idónea para la detección e 
identificación de especies animales en los 
alimentos. Los métodos genéticos de 
identificación de especies presentan impor-
tantes ventajas frente a las técnicas basadas 
en el análisis de proteínas. Fundamental-
mente, la pequeña cantidad de muestra 
requerida para el análisis, el mayor grado de 
variabilidad genética examinado y la 
posibilidad de analizar muestras sometidas a 
distintos tratamientos tecnológicos, incluida 
la esterilización. Estas propiedades han 
convertido a las técnicas de PCR en un 
sistema óptimo para identificar la presencia 
de una determinada especie animal, tanto en 
productos crudos, como en aquellos 
sometidos a distintos tratamientos de 
procesado (Matsunaga y col., 1998; Hird y 
col., 2003; Lanzilao y col., 2005). Las 
técnicas de PCR convencionales son útiles 
para la identificación y la detección 
cualitativa de distintas especies animales en 
una mezcla. Sin embargo, la metodología de 
PCR en tiempo real es más adecuada 
cuando se pretende cuantificar el porcentaje 
de incorporación de una especie en un 
producto (Rodríguez y col., 2005; Laube y 
col., 2007). 
 Teniendo en cuenta estas considera-
ciones, en esta tesis doctoral se plantea la 
utilización de técnicas de PCR y PCR en 
tiempo real para la detección y cuantificación 
de las principales especies de aves de caza 
y de la avicultura alternativa cuya carne se 
consume en España: codorniz (Coturnix 
coturnix), faisán (Phasianus colchicus), 
perdiz roja (Alectoris rufa), perdiz chukar 
(Alectoris chukar), perdiz moruna (Alectoris 
barbara), perdiz pardilla (Perdix perdix), 
paloma bravía (Columba livia), paloma 
torcaz (Columba palumbus), paloma zurita 
(Columba oenas), becada (Scolopax 
rusticola), zorzal común (Turdus philomelos), 
pintada (Numida meleagris) y avestruz 
(Struthio camelus). Por otra parte, a pesar de 
ser una especie protegida y vedada en todo 
el territorio nacional, también se plantea el 
desarrollo de técnicas de PCR para la 
identificación de urogallo (Tetrao urogallus), 
debido a la necesidad de controlar la caza y 
el comercio ilegal al que se somete esta 
especie. Asimismo, se aborda la diferen-
ciación de estas carnes, de otras 
procedentes de especies domésticas de 
consumo habitual como el pollo, pavo, pato y 
oca. Para ello, los objetivos desarrollados 
has sido los siguientes: 
1) Selección de marcadores genéticos 
adecuados. Se han empleado los genes 
mitocondriales 12S ARN ribosómico y   
D-loop, y el marcador nuclear que 
codifica para el intrón 1 de la rodopsina 
(RDP1). 
2) Desarrollo de técnicas de PCR-RFLP 
para la identificación específica de 
carnes y productos cárnicos procedentes 
de todas las especies de interés. Para 
ello ha sido necesario: 
- Amplificar por PCR los marcadores 
seleccionados y secuenciar los 
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amplicones correspondientes a varios 
individuos de cada especie. 
- Analizar las secuencias nucleotídicas 
obtenidas y elegir endonucleasas que 
han permitido, en cada caso, la 
obtención de perfiles de restricción 
especie-específicos.  
3) Desarrollo de técnicas de PCR con 
cebadores específicos para la identifi-
cación de las especies de aves objeto de 
estudio en mezclas cárnicas crudas y 
sometidas a tratamientos térmicos, así 
como en productos cárnicos comerciales. 
Para ello ha sido necesario: 
- Amplificar por PCR fragmentos de 
ADN conservados en todas las 
especies elegidas y secuenciar los 
productos de PCR correspondientes a 
distintos individuos de cada especie. 
- Analizar las secuencias obtenidas y 
diseñar cebadores especie-específicos. 
- Emplear los cebadores diseñados en 
técnicas de PCR para la detección 
específica de las especies de interés 
en mezclas cárnicas y productos 
comerciales. 
4) Desarrollo de técnicas de PCR en tiempo 
real para detectar y cuantificar la 
presencia de las aves objeto de estudio 
en mezclas cárnicas y productos 
comerciales, empleando dos sistemas de 
detección diferentes: el intercalador 
fluorescente SYBR® Green y las sondas 
de hibridación TaqMan®. 
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II.1. ESP ECIES DE AVE S DE CAZA Y DE  
LA AVICULTURA ALTERNATIVA 
 Las especies objeto de caza en el 
territorio nacional aparecen recogidas en el 
Real Decreto 1095/1989, de 8 de septiembre 
de 1989 (BOE, de 12 de septiembre de 
1989). Estas especies se clasifican en dos 
grandes grupos: “caza mayor”, que integra a 
las especies de mamíferos de tamaño 
superior al zorro, y “caza menor”, que incluye 
los mamíferos de tamaño igual o inferior al 
zorro así como las aves de caza. Por otra 
parte, el Real Decreto 1118/1989, de 15 de 
septiembre de 1989 (BOE, de 19 de 
septiembre de 1989), incluye las especies de 
caza comercializables. Sin embargo, puesto 
que la caza es competencia exclusiva de 
todas y cada una de las Comunidades 
Autónomas, éstas pueden dictar su propia 
normativa en esta materia pudiendo excluir 
de la relación de especies cazables y 
comercializables aquellas que no existen en 
sus ámbitos territoriales y las que reciben 
medidas especiales de protección. Para 
clarificar estos aspectos, cada Comunidad 
Autónoma publica anualmente una Orden de 
Veda en la que se fija la relación de especies 
que se pueden cazar cada temporada. No 
obstante, las Órdenes de Veda siempre 
deben respetar la legislación estatal así 
como las disposiciones comunitarias y los 
diversos convenios internacionales suscritos 
y ratificados por España. En este sentido, a 
nivel estatal, los principales textos 
legislativos en los que se hace referencia a 
las especies susceptibles de ser cazadas 
son la Ley 42/2007, de 13 de diciembre de 
2007, del Patrimonio Natural y de la 
Biodiversidad (BOE, de 14 de diciembre de 
2007) y el Real Decreto 139/2011, de 4 de 
febrero de 2011, para el desarrollo del 
Listado de Especies Silvestres en Régimen 
de Protección Especial y del Catálogo 
Español de Especies Amenazadas (BOE, de  
23 febrero de 2011). A nivel comunitario 
destacan la Directiva 2009/147/CE del 
Parlamento Europeo y del Consejo, de 30 de 
noviembre de 2009, relativa a la conser-
vación de las aves silvestres (DOUE, de 26 
de enero de 2010), la Directiva 92/43/CEE 
del Consejo, de 21 de mayo de 1992, 
relativa a la conservación de los hábitats 
naturales y de la fauna y flora silvestres 
(DOCE, de 22 de julio de 1992) y el 
Convenio de Berna, de 19 de septiembre de 
1979, relativo a la conservación de la vida 
silvestre y del medio natural de Europa (BOE, 
de 1 de octubre de 1986). 
 La gran diversidad de hábitats 
naturales presentes en España determina 
una elevada variedad y riqueza de especies 
de aves de caza. Las principales aves de 
caza cuya carne se consume en España son 
la codorniz (Coturnix coturnix), perdiz roja 
(Alectoris rufa), faisán (Phasianus colchicus), 
paloma bravía (Columba livia), paloma 
torcaz (Columba palumbus), paloma zurita 
(Columba oenas), perdiz moruna (Alectoris 
barbara), perdiz pardilla (Perdix perdix), 
becada (Scolopax rusticola) y zorzal común 
(Turdus philomelos). Todas estas especies 
están incluidas en el Real Decreto 
1095/1989, a excepción de la perdiz pardilla. 
Respecto a la comercialización de estas 
aves, sólo la codorniz, perdiz roja, perdiz 
moruna, faisán, paloma torcaz y paloma 
zurita aparecen recogidas en el Real Decreto 
1118/1989 como especies comercializables. 
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Además, este Real Decreto especifica que 
en el caso de la codorniz y la paloma zurita, 
sólo se permite la comercialización de 
ejemplares procedentes de granjas cine-
géticas, palomares industriales y cotos de 
caza expresamente autorizados para la 
producción y venta de piezas de caza vivas. 
 Por otra parte, otra especie que 
despierta un gran interés es el urogallo 
(Tetrao urogallus). Aunque esta ave no es 
una especie cinegética en el territorio 
nacional, existe constancia de su caza furtiva 
así como de la comercialización ilegal de su 
carne. 
 En los últimos años, a pesar de la 
riqueza de aves de caza presentes en 
España, la presión de la actividad cinegética 
en el medio natural y la del desarrollo agrario 
han ido mermando paulatinamente las 
poblaciones de aves silvestres. Esta caída 
progresiva del volumen de aves abatidas ha 
sido compensada, en gran parte, mediante el 
desarrollo de su crianza en cautividad, que 
ha experimentado un espectacular creci-
miento. Esta crianza se desarrolla bajo dos 
vertientes: por un lado, como fuente directa 
de carne y de otros productos cárnicos que 
siguen los circuitos comerciales conven-
cionales y, por otro, como sistemas de 
repoblación de estaciones naturales y 
cinegéticas, pudiendo ser posteriormente 
objeto de caza deportiva.   
 La producción de aves de caza se 
incluye dentro de la llamada “avicultura 
alternativa” que engloba aquellas formas de 
avicultura que difieren de la avicultura 
clásica o convencional, ya sea en el sistema 
de producción empleado, o bien en las 
especies utilizadas. Este tipo de avicultura 
se ha visto favorecido en los últimos años 
como consecuencia no sólo del incremento 
en la producción de especies cinegéticas, 
sino también debido a la aparición de 
explotaciones dedicadas a la cría de aves no 
cinegéticas distintas de las especies 
convencionales. Entre estas especies de 
aves no cinegéticas destacan la pintada 
(Numida melegris), perdiz chukar (Alectoris 
chukar) y avestruz (Struthio camelus). La 
legislación relativa a la producción y 
comercialización de especies de avicultura 
alternativa aparece recogida principalmente 
en el Real Decreto 1084/2005, de 16 de 
septiembre de 2005, de ordenación de la 
avicultura de carne (BOE, de 29 de 
septiembre de 2005),  el Real Decreto 
640/2006, de 26 de mayo de 2006, por el 
que se regulan determinadas condiciones de 
aplicación de las disposiciones comunitarias 
en materia de higiene, de la producción y 
comercialización de los productos alimen-
ticios (BOE, de 27 de mayo de 2006) y los 
Reglamentos 1234/2007 del Consejo, de 22 
de octubre de 2007 (DOUE, de 16 de 
noviembre de 2007) y 543/2008 de la 
Comisión, de 16 de junio de 2008 (DOUE, de 
17 de junio de 2008) por los que se 
establecen las normas de comercialización 
de las aves de corral.  
 Como ya se ha señalado, las 
principales aves de caza y de la avicultura 
alternativa en España son la codorniz, perdiz 
roja, perdiz moruna, perdiz pardilla, perdiz 
chukar, faisán, pintada, paloma bravía, 
paloma torcaz, paloma zurita, becada, zorzal 
común, urogallo y avestruz. 
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 CODORNIZ 
 La codorniz (Coturnix coturnix) es un 
ave originaria de África, Asia y Europa 
perteneciente a la familia Phasianidae. Su 
clasificación taxonómica es confusa, no 
existiendo un acuerdo sobre el número de 
subespecies existentes, que oscilan entre 
cinco y diez (Puigcerver y col., 2001). Las 
subespecies presentes en nuestro país son 
la codorniz común europea (Coturnix 
coturnix coturnix) y la codorniz japonesa 
(Coturnix coturnix japonica). La primera es 
un ave salvaje, más apta para la caza y 
repoblación, mientras que la segunda es un 
ave doméstica, más adecuada para la 
producción intensiva (Gorrachategui, 1996).   
 La codorniz común europea (Coturnix 
coturnix coturnix) es la más pequeña de las 
galliformes ibéricas cazables, con un peso 
aproximado de 100 g. Tiene un plumaje de 
color pardo en el dorso, con listas de tono 
más oscuro y salpicado de motas claras. El 
pecho presenta un color marrón oscuro, 
anaranjado o rojizo en los machos (Figura 1a) 
y crema claro con manchas oscuras en las 
hembras. Los machos presentan además 
una mancha en forma de ancla de color 
negro en la garganta que no está presente 
en las hembras (Carulla, 2007). A diferencia 
de otras aves de este orden, es una especie 
migratoria aunque en algunas regiones de 
España, como Extremadura y Andalucía, se 
ha hecho sedentaria. Entre los meses de 
febrero y marzo viene a España procedente 
del norte de África y una vez realizada la 
puesta se retira ante la llegada de los 
primeros fríos que suelen producirse en 
octubre (Cecilia, 1991). Son aves polígamas 
con una gran capacidad reproductora ya que 
pueden realizar hasta tres puestas en la 
misma temporada. La puesta consta de 
entre ocho y trece huevos, que son 
incubados exclusivamente por la hembra 
durante veintiún días. Los polluelos son 
nidífugos y altamente precoces, alcanzando 
la madurez sexual antes de los cincuenta 
días de vida. 
 La codorniz japonesa (Coturnix 
coturnix japonica) es originaria de China y 
Japón y fue introducida en Europa durante el 
siglo pasado. Debido a sus cualidades como 
ponedora y a su mayor potencial de 
crecimiento en comparación con la codorniz 
común, es la subespecie más frecuen-
temente empleada en las explotaciones 
industriales para producción de carne y 
huevos.  
 PERDICES  
 Perdiz roja  
 La perdiz roja (Alectoris rufa) o 
también llamada perdiz común, pertenece al 
orden Galliformes y a la familia Phasianidae. 
Es una especie endémica del suroeste de 
Europa, distribuida por toda la península 
Ibérica, Francia, noroeste de Italia, y las islas 
italianas de Elba y Córcega. También se ha 
introducido en buena parte del suroeste de 
Inglaterra, islas Azores, Baleares, Canarias, 
Madeira, y con poco éxito en Estados Unidos, 
Nueva Zelanda y Europa central (Del Hoyo y 
col., 1994; Snow y Perrins, 1998). A pesar 
de que durante un tiempo se consideró que 
existían tres subespecies, dos en la 
península Ibérica (Alectoris rufa hispanica en 
el norte y Alectoris rufa intercedens en el sur) 
y otra en Francia e Italia (Alectoris rufa rufa), 
  
Figura 1. Principales especies de aves de caza y de la avicultura alternativa en España: codorniz (Coturnix coturnix) (1a), perdiz roja (Alectoris rufa) (1b), 
perdiz moruna (Alectoris barbara) (1c), perdiz pardilla (Perdix perdix) (1d), perdiz chukar (Alectoris chukar) (1e), faisán (Phasianus colchicus) (1f) y pintada 
(Numida meleagris) (1g).  
1e 1f 1g
1a 1b 1c 1d
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los últimos estudios parecen indicar que no 
existen diferencias genéticas entre ellas, 
tratándose de la misma especie que 
desarrolla distintas características fenotí-
picas en función del hábitat (Ballesteros, 
1998; Sainsbury, 2002).  
 Su coloración se compone de tonos 
castaños en el dorso, obispillo y pecho gris 
azulado, vientre canela y plumas costales 
con un característico diseño formado por una 
banda blanca, una negra y una marrón. La 
cara es de color blanco y está enmarcada 
por una franja negra que se inicia en el pico, 
atraviesa el ojo y se prolonga hasta la 
garganta y el pecho en forma de pequeñas 
listas negras no presentes en el resto de 
especies del género Alectoris. Tanto el pico 
como la carúncula ocular y las patas son de 
color rojo vivo, que da nombre a la especie 
(Figura 1b). El dimorfismo sexual es poco 
marcado, caracterizado únicamente por el 
mayor tamaño y robustez del macho, así 
como por la presencia de espolones anchos 
y bien definidos en las patas, mientras que 
estos no aparecen en las hembras o bien 
son rudimentarios, puntiformes y sin anchura 
en la base (Buxadé, 1999; Villanúa, 2007).  
 La perdiz roja es una especie 
sedentaria y marcadamente territorial. Su 
hábitat principal lo constituyen las zonas de 
matorral denso con pastizales y con parcelas 
cultivadas de cereales. Son animales 
gregarios que permanecen agrupados en 
bandos familiares prácticamente todo el año. 
Estos bandos sólo se rompen en la época 
reproductiva, que se inicia con la formación 
de parejas monógamas a partir de enero y 
febrero. Entre abril y mayo, la hembra realiza 
la puesta de doce a dieciocho huevos en el 
suelo y con frecuencia pone dos veces en 
nidos simultáneos, incubando uno de ellos y 
dejando que el macho lo haga en el otro. 
Tras un periodo de incubación de veintitrés a 
veintiséis días, nacen las crías o perdigones, 
que se harán independientes a las seis 
semanas (Hansen-Catta y col., 2003).  
 Perdiz moruna 
 Al igual que la perdiz roja, la perdiz 
moruna (Alectoris barbara) es una gallinácea 
perteneciente a la familia Phasianidae y al 
género Alectoris. Es autóctona del norte de 
África, donde aparece ampliamente distri-
buida desde Argelia y Marruecos, hasta 
Egipto. Su principal núcleo en Europa se 
localiza en la isla de Cerdeña, donde fue 
introducida por los romanos. También se 
encuentra en Gibraltar, Madeira, algunas 
zonas de Cádiz y en las islas Canarias, 
donde fue introducida en el siglo XIX con 
fines cinegéticos (Martí y Del Moral, 2003). 
Se han descrito cuatro subespecies, estando 
dos de ellas presentes en el territorio 
español: Alectoris barbara barbara, (en 
Ceuta, Melilla y Cádiz) y Alectoris barbara 
koenigi (en las islas Canarias).  
 Presenta notables similitudes morfo-
lógicas con la perdiz roja, así como un 
comportamiento y unas características repro-
ductivas similares. La principal diferencia 
entre ambas radica en el plumaje de la cara 
y el cuello. En la perdiz moruna, la cara y la 
garganta son grises y no aparece la franja 
negra presente en la perdiz roja. Además, 
presenta un característico collar rojizo con 
motas blancas (Figura 1c).  
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 Perdiz pardilla 
 La perdiz pardilla o perdiz gris 
(Perdix perdix) es un ave galliforme de la 
familia Phasianidae, distribuida por toda la 
región euroasiática, desde el norte de la 
península Ibérica hasta Siberia central y 
China. Además se han realizado una serie 
de repoblaciones en el siglo XX en distintas 
partes de Norteamérica que han propiciado 
su establecimiento silvestre en ese 
continente (Potts, 1986). En Europa se 
encuentra en las llanuras descubiertas, los 
campos de cereales y zonas de matorral. En 
la península Ibérica, los principales núcleos 
poblacionales ocupan zonas montañosas de 
la cordillera Cantábrica, los Pirineos y el 
Sistema Ibérico. Se han descrito ocho 
subespecies, siendo la Perdix perdix 
hispaniensis la subespecie presente en 
nuestro país.   
 La perdiz pardilla se diferencia de las 
perdices del género Alectoris por su menor 
tamaño y la diferente coloración de su 
plumaje. Tiene la frente, cara y garganta de 
color anaranjado. El cuello, la parte superior 
del pecho y las patas son grises, y el dorso 
de las alas, la espalda y la parte superior de 
la cabeza son de color pardo, lo cual 
confiere al animal un gran mimetismo con su 
entorno. Los flancos están rayados de 
castaño y blanco, y en el bajo pecho los 
machos presentan una mancha de color 
castaño oscuro que tiene forma de herradura 
y que alcanza parte del vientre, destacando 
mucho sobre el fondo blanco (Figura 1d). En 
las hembras, esta mancha es menos 
marcada o está ausente (Domefauna, 1990).  
 Al igual que la perdiz roja y la perdiz 
moruna, la perdiz pardilla vive en grupos 
familiares que sólo se deshacen durante la 
época reproductiva.  Esta comienza a finales 
de invierno, con la formación de parejas 
monógamas. La puesta tiene lugar a 
mediados de abril o mayo, en un nido 
construido en el suelo y cubierto de hierba y 
hojas secas. Los perdigones, nidífugos, 
nacen tras un periodo de incubación de 
aproximadamente veinticuatro días (Cortay y 
col., 2003). 
 Por otra parte, como se ha 
mencionado anteriormente, debe destacarse 
que la perdiz pardilla no aparece en la lista 
de especies cazables contempladas en el 
Real Decreto 1095/1989. No obstante, su 
caza ha estado permitida en varias 
Comunidades Autónomas incluidas Galicia, 
Asturias, Cantabria, La Rioja, Castilla y León, 
Aragón y Cataluña. Sin embargo, debido a la 
fuerte regresión que ha sufrido la especie en 
las últimas décadas, llegando incluso a estar 
en peligro de extinción en algunas zonas de 
España como La Rioja y Navarra, su caza se 
ha ido prohibiendo en las Comunidades 
Autónomas en las que existía. Actualmente, 
la caza de la perdiz pardilla está vedada en 
todo el territorio nacional, a excepción de en 
Cataluña, donde su caza está permitida bajo 
condiciones muy estrictas (Resolución 
AAM/1530/2011, 2011). En el resto de 
Europa la perdiz pardilla es una especie 
abundante y cazable en todos los países en 
los que está presente. 
 Perdiz chukar 
 La perdiz chukar (Alectoris chukar) 
pertenece al género Alectoris al igual que la 
perdiz roja y la perdiz moruna. Su área de 
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distribución original es muy amplia, 
extendiéndose desde Bulgaria, Turquía y 
Chipre, hasta las costas del Pacífico, 
atravesando las zonas centrales de Asia. 
También se ha introducido con éxito en 
Norteamérica. En España fue introducida en 
granjas productoras de carne como alterna-
tiva a la perdiz roja, ya que se adapta mejor 
a la cría en cautividad y tiene una capacidad 
de engorde y una potencialidad reproductiva 
superiores. 
 Al igual que la perdiz moruna, posee 
un plumaje y un comportamiento parecido al 
de la perdiz roja aunque presenta una serie 
de características distintivas que permiten la 
diferenciación entre especies. La cabeza es 
gris con una línea negra similar a la que 
aparece en la perdiz roja, pero no presenta 
listas en el pecho y la garganta. Por otra 
parte, el barrado de los flancos es de color 
negro y blanco, no apareciendo tonalidades 
marrones como ocurre en la perdiz roja 
(Figura 1e). 
 FAISÁN 
 El faisán común (Phasianus 
colchicus) es un ave galliforme perteneciente 
a la familia Phasianidae, de la que se han 
documentado cerca de treinta subespecies 
distintas. Originario de Asia, fue introducido 
por los romanos durante el siglo VI en gran 
parte de Europa. También está presente 
desde finales del siglo XIX en Norteamérica, 
así como en diversas zonas de Sudamérica 
y Australia. Las dos subespecies más 
extendidas en la península Ibérica son el 
faisán de Mongolia (Phasianus colchicus 
mongolicus) y el faisán de collar (Phasianus 
colchicus torquatus) (Gorrachategui, 1996). 
 El faisán es un ave robusta, de porte 
majestuoso y de mucho mayor tamaño que 
otras galliformes. Presenta un evidente 
dimorfismo sexual caracterizado por el 
vistoso plumaje de los machos. Estos tienen 
la cabeza y el cuello de color azul y verde 
metalizado, con carúnculas rojas alrededor 
de los ojos (Figura 1f). Debido a la variedad 
de subespecies introducidas, el plumaje del 
resto del cuerpo es muy variable, desta-
cando colores vistosos rojizos y ocres, 
moteados de negro y blanco, y una larga 
cola barrada que puede llegar hasta los      
50 cm. A menudo presentan un estrecho 
collar blanco. La hembra, de menor tamaño 
que el macho, posee un plumaje de color 
gris-parduzco moteado de negro, siendo la 
cola mucho más corta que la del macho 
(Cortay y col., 2003). 
 Son animales capaces de adaptarse 
a muchos medios diferentes aunque su 
hábitat natural son los lugares boscosos con 
alternancia de prados y arbustos, y cercanos 
a los cursos de agua. Durante el periodo de 
celo (entre marzo y abril), los machos 
adoptan un comportamiento muy territorial, 
compitiendo de forma agresiva por el control 
de las hembras. Generalmente polígamos, 
suelen fecundar a varias hembras, que 
anidan en solitario tras aparearse. El nido 
consiste en una depresión del terreno 
tapizada por hierbas y plumón donde la 
hembra pone de diez a doce huevos, que 
son incubados durante veinticuatro días. Los 
polluelos, nidífugos, son criados por la 
madre hasta el otoño, momento en el que la 
familia se separa. Alcanzan la madurez 
sexual al año (Hansen-Catta y col., 2003). 
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 PINTADA 
La pintada común (Numida meleagris) 
o gallina de Guinea es un ave galliforme 
perteneciente a la familia Numididae. Son 
aves originarias de las sabanas del África 
occidental, donde mantienen su hábitat 
natural, en estado salvaje. Domesticada en 
Egipto y en Grecia, fue introducida en 
Europa por los romanos en primer lugar y 
posteriormente por los navegantes portu-
gueses provenientes de África a finales del 
siglo XV. En la actualidad se ha extendido 
mundialmente, siendo criada en cautividad 
en multitud de países. Existen nueve 
subespecies salvajes aunque la variedad 
doméstica desciende de la subespecie 
Numida meleagris galeata o pintada 
occidental (Belshaw, 1985; Scherf, 2000).  
 Poseen un cuerpo de forma ovoide, 
con un cuello delgado y pico corto. La 
cabeza, pequeña, corta y desnuda de 
plumas, presenta una coloración blanca o 
azulada, con carúnculas de color rojo intenso 
y una característica protuberancia córnea de 
forma piramidal y tono pardo-rojizo. El 
plumaje es de color gris-azulado, con 
manchas blancas en forma de lenteja (Figura 
1g). La hembra es similar al macho, aunque 
de menor tamaño. La pintada doméstica 
presenta un peso vivo superior al de la 
pintada salvaje así como carúnculas de 
mayor tamaño (Abad y col., 2003).  
 Son aves gregarias en su estado 
salvaje, formando grupos de hasta varios 
centenares de individuos. Al llegar la 
primavera, los grupos se separan y forman 
parejas monógamas, comenzando el periodo 
reproductivo. Las pintadas salvajes realizan 
una puesta al año, de entre seis y doce 
huevos, en un nido construido entre la hierba, 
mientras que las pintadas domésticas suelen 
poner de setenta a cien huevos, si se crían 
en parques, o hasta ciento setenta huevos si 
son criadas en jaulas (Muriel y Serrano, 
2009). Las crías o pintadones nacen tras un 
periodo de incubación de veinticuatro a 
veintiocho días, y alcanzan la madurez 
sexual entre las veintisiete y treinta semanas. 
 PALOMAS 
 Paloma bravía 
 La paloma bravía (Columba livia), 
pertenece al orden Columbiformes y a la 
familia Columbidae, en la que también se 
incluyen el resto de especies de paloma. Fue 
domesticada por el hombre hace miles de 
años, dando lugar a la paloma doméstica 
(Columba livia var. domestica) con la que se 
han producido múltiples cruces. Como ave 
doméstica presenta una distribución cosmo-
polita. Sin embargo, la distribución de la 
paloma bravía silvestre se limita a las Islas 
Británicas, los países europeos de la cuenca 
mediterránea, Oriente Medio y Asia central 
(Del Hoyo y col., 1997). En España está 
presente en todo el territorio, incluidas las 
islas Baleares, Canarias, Ceuta y Melilla. Las 
poblaciones silvestres ocupan principal-
mente los acantilados costeros, las paredes 
rocosas de sierras y cortados fluviales, 
mientras que la forma doméstica se asienta 
mayoritariamente en las ciudades y las áreas 
rurales, sobre edificios y otras cons-
trucciones realizadas por el hombre. La 
tendencia general de las poblaciones 
domésticas es ascendente, llegando a 
convertirse en verdaderas plagas en algunas
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ciudades. Sin embargo, las poblaciones 
silvestres se encuentran en declive debido al 
deterioro del hábitat y la hibridación con 
formas domésticas (Martí y Del Moral, 2003). 
 El plumaje de la paloma bravía 
silvestre es gris azulado, más pálido en la 
espalda, con tonos verdes y violáceos a los 
lados del cuello. La parte superior de la cola 
es de color blanco y en las alas posee dos 
barras de color negro. La cabeza, el pecho y 
el vientre tienen un tono gris azulado más 
oscuro que las plumas de la espalda (Figura 
2a). En cambio, el plumaje de las palomas 
domésticas es muy variable, pudiendo ser 
también de color marrón pálido u oscuro, gris, 
negro o blanco. 
 Son aves sedentarias, que viven en 
bandos de distinto tamaño. Durante la época 
reproductiva (de marzo a octubre) forman 
parejas monógamas que anidan en agujeros 
y grietas de rocas y acantilados. Pueden 
realizar hasta cuatro puestas al año, de dos 
huevos cada una. La incubación, dura de 
diecisiete a diecinueve días y corre a cargo 
de ambos progenitores. Los polluelos o 
pichones, nidícolas, son alimentados con la 
llamada “leche de buche” y permanecen en 
el nido aproximadamente un mes.  
 Paloma torcaz 
 La paloma torcaz (Columba 
palumbus) es la paloma de mayor tamaño de 
Europa. Tiene una distribución paleártica 
amplia, que abarca la mayor parte de Europa 
y norte de África hasta Asia central. La 
subespecie presente en Europa es la 
Columba palumbus palumbus, existiendo 
además otras tres subespecies distribuidas 
en distintas zonas de Asia y Madeira. En 
España nidifica prácticamente en la totalidad 
del territorio, con excepción de Canarias y 
Melilla (Martí y Del Moral, 2003). Es 
frecuente en todo tipo de hábitats con 
presencia de árboles, incluso en jardines 
urbanos. 
 A pesar de ser un ave típicamente 
migratoria, el comportamiento de las pobla-
ciones es muy variable. Las poblaciones 
escandinavas son totalmente migratorias y 
se desplazan cada año siguiendo la vía 
atlántica para invernar en España y Portugal. 
Las poblaciones de Europa central son 
también migratorias pero, en este caso, 
siguen la vía continental y pasan el invierno 
en Grecia, Italia o sur de Francia. En cambio, 
las poblaciones del centro y suroeste 
europeos, de Dinamarca a España, son más 
bien sedentarias, y sólo realizan pequeños 
desplazamientos en función de las condi-
ciones meteorológicas y de la disponibilidad 
de alimentos (Cortay y col., 2003).  
 El plumaje de la paloma torcaz es de 
color gris azulado, con la pechuga y el cuello 
gris rosado. Las palomas adultas presentan 
una franja blanca en el ala y una mancha del 
mismo color a ambos lados del cuello 
(Figura 2b), que permiten diferenciarlas de 
otras palomas europeas como la paloma 
bravía (Columba livia) y la paloma zurita 
(Columba oenas). Son aves de carácter 
gregario que forman grandes bandos, sobre 
todo en otoño e invierno. Los bandos se 
separan en la época reproductiva que 
comienza a principios de marzo, formándose 
parejas que permanecen unidas durante las 
dos o tres puestas que tienen lugar hasta 
agosto. Ambos sexos construyen juntos un 
  
Figura 2. Principales especies de aves de caza y de la avicultura alternativa en España: paloma bravía (Columba livia) (2a), paloma torcaz (Columba 
palumbus) (2b), paloma zurita (Columba oenas) (2c), avestruz (Struthio camelus) (2d), becada (Scolopax rusticola) (2e), zorzal común (Turdus philomelos) 
(2f) y urogallo (Tetrao urogallus) (2g). 
2a 2b 2c 2d
2f 2g2e
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nido en las ramas de los árboles, en el que 
depositan dos huevos. Los pichones nacen 
tras un periodo de incubación de diecisiete 
días y levantan el vuelo a los treinta y tres o 
treinta y cuatro días de edad.  
 Paloma zurita 
 La paloma zurita (Columba oenas) se 
extiende por toda Europa, norte de África y 
Asia. Sólo se han descrito dos subespecies: 
Columba oenas oenas, presente en todo el 
área de distribución, y Columba oenas 
yarkandensis, que ocupa Asia central. Al 
igual que en el caso de la paloma torcaz, las 
poblaciones de paloma zurita del norte y 
centro de Europa realizan migraciones 
durante el invierno, mientras que en los 
países del suroeste europeo vive de forma 
sedentaria. En España, están presentes 
durante todo el año en el área mediterránea, 
valle del Ebro y meseta norte. Las 
poblaciones invernantes se distribuyen por la 
mayor parte de la península Ibérica, aunque 
principalmente en el eje noreste-suroeste 
(Martí y Del Moral, 2003). Diversos estudios 
indican un aparente descenso poblacional 
durante las últimas décadas, tanto en 
España como en diversos países de Europa 
(Blanco y González, 2006).  
 Es de menor tamaño que la paloma 
torcaz y aproximadamente igual que la 
paloma bravía. Se diferencia de ambas por 
la ausencia de marcas blancas en su 
plumaje y por la coloración negro azabache 
de sus ojos, pues la torcaz y la bravía los 
tienen amarillos o anaranjados. Presenta 
una coloración gris azulada, con dos franjas 
negras cerca del borde posterior del ala, y 
dos manchas iridiscentes a ambos lados del 
cuello (Figura 2c). 
 La paloma zurita es un ave gregaria, 
de costumbres muy similares a las de la 
paloma torcaz. Durante la época repro-
ductiva cría en huecos de árboles y edificios 
en ruinas, en los que coloca dos huevos que 
serán incubados por ambos progenitores. El 
periodo de incubación dura aproxima-
damente dieciocho días tras los cuales 
nacen los pichones que abandonarán el nido 
entre los veinticinco y treinta días. 
 AVESTRUZ 
 El avestruz (Struthio camelus) 
pertenece al grupo de las Ratites, que 
comprende diversas especies de aves cuya 
característica común es su incapacidad para 
volar así como la ausencia de quilla en el 
esternón. El avestruz es el único miembro de 
la familia Struthionidae y es el ave de mayor 
tamaño existente, llegando a alcanzar hasta 
3 m de altura y 150 kg de peso. Se han 
descrito seis subespecies de las cuales sólo 
cuatro siguen existiendo en la actualidad: 
Struthio camelus austalis o avestruz de 
cuello negro, nativa del sur de África, 
Struthio camelus camelus o avestruz de 
cuello rojo, originaria del norte y oeste de 
África, Struthio camelus massaicus o 
avestruz masai, en el este de Kenia y Tan-
zania, y Struthio camelus molybdophanes o 
avestruz de cuello azul, presente en el norte 
de Kenia, Somalia y Etiopía. Se describen 
otras dos subespecies más actualmente 
desaparecidas: Struthio camelos syriacus o 
avestruz árabe, que se extinguió a mediados 
de los años noventa como consecuencia de 
la caza indiscriminada, y Struthio camelus 
spatzi, en el noreste africano, que hibridó 
   II. INTRODUCCIÓN   38 
totalmente con Struthio camelus camelus. 
Finalmente se habla de la variedad Struthio 
camelus domesticus para referirse a los 
animales domesticados que se encuentran 
en las explotaciones industriales y que han 
sido obtenidos mediante cruzamientos 
sucesivos entre distintas subespecies 
(Buxadé, 1999; Bello, 2001).  
 El avestruz presenta una serie de 
características que lo diferencian del resto 
de las aves. Sus pies poseen únicamente 
dos dedos con cuatro falanges cada uno. 
Presentan un largo cuello desnudo o 
cubierto de plumas pequeñas y suaves. Los 
muslos también están prácticamente 
desprovistos de plumas. Sus dos alas no son 
funcionales para el vuelo pero le sirven a la 
hora de realizar el cortejo en la época 
reproductiva o como abanico en épocas muy 
calurosas. Las extremidades posteriores son 
muy fuertes siendo de gran utilidad para su 
defensa y la carrera, pudiendo alcanzar 
velocidades punta de hasta 70-80 km/h. Los 
individuos adultos presentan un claro 
dimorfismo sexual en su plumaje. Los 
machos son negros con plumas blancas en 
los extremos de las alas y en la cola (Figura 
2d), mientras que las hembras presentan un 
plumaje más uniforme de color pardo o 
grisáceo (Anderloni, 1998).  
 Es un ave adaptada a planicies 
áridas o semiáridas con pastos, pero se 
adapta bien a un amplio rango de 
condiciones climáticas y localizaciones geo-
gráficas. Son animales gregarios que viven 
en bandos de entre diez y cincuenta 
individuos. Durante la época reproductiva 
(desde marzo-abril hasta octubre-noviembre) 
se agrupan en familias formadas por un 
macho y de tres a cinco hembras. La puesta 
se realiza por nidada común, es decir, las 
hembras ponen sus huevos en el mismo 
nido, los cuales serán incubados por la 
hembra dominante durante el día y por el 
macho durante la noche. En las explota-
ciones industriales, la unidad de producción 
es el trío, compuesto por un macho y dos 
hembras. El avestruz salvaje normalmente 
hace una sola puesta al año, de unos quince 
huevos, mientras que el doméstico, debido a 
una mejor alimentación y selección de la 
especie, y a que cada día se le sacan los 
huevos del nido, pone unos setenta huevos 
al año pudiendo llegar en algunos casos 
hasta los cien huevos anuales. Tras un 
periodo de incubación de aproximadamente 
cuarenta y dos días nacen los polluelos, los 
cuales presentan una coloración marrón y 
bandas de plumas negras a lo largo del 
cuerpo. Las hembras de avestruz alcanzan 
su madurez sexual a partir de los dos años y 
medio de edad, mientras que los machos no 
la alcanzan hasta los tres años y medio o 
cuatro (Asturias y Garita, 2001). 
 BECADA 
 La becada (Scolopax rusticola) o 
también llamada chocha perdiz, sorda, 
pitorra, oilagorra o arcea, es un ave migra-
toria de la familia de los Charadriformes, 
subfamilia de los Escolopácidos, que se 
distribuye en latitudes medias del Paleártico 
(Hidalgo y Rocha, 2001). Dentro de su 
esquema de distribución se distinguen tres 
grandes zonas: la zona de cría en el norte 
del continente Europeo, el área de invernada 
en áreas meridionales de Europa, norte de 
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África y Oriente Medio, y una franja 
intermedia donde se solapan la cría y la 
invernada (Ferrand y col., 2008). En la 
península Ibérica, las poblaciones de becada 
son principalmente invernantes y llegan de 
octubre a diciembre procedentes de Rusia y 
Escandinavia. Se distribuyen por todo el 
territorio nacional, incluidas las islas 
Baleares y Canarias, y permanecen en él 
hasta principios de marzo. También existe 
una pequeña población sedentaria en las 
montañas del Pirineo, cordillera Cantábrica y 
Sistema Ibérico (Hansen-Catta y col., 2003).  
 Es un ave de tamaño mediano, y 
aspecto robusto y compacto. Dos rasgos la 
diferencian: su largo pico (entre seis y ocho 
centímetros) y sus grandes ojos negros 
situados en la parte superior de la cabeza. El 
pico es responsable del nombre del animal, 
puesto que becada proviene del latín beccus 
(pico). Su parte superior tiene la facilidad, 
por medio de un tendón, de abrirse hacia 
arriba en su extremo, lo cual facilita a la 
becada escarbar en el suelo para extraer los 
gusanos y larvas de los que se alimenta. Su 
plumaje, un jaspeado de marrones, grises, 
blancos y negros, constituye un eficaz medio 
de camuflaje en su entorno (Figura 2e). 
Cabe resaltar que no presenta dimorfismo 
sexual marcado aunque las hembras suelen 
tener las alas y la cola más cortas, y el pico y 
tarso más largos que los machos. 
 El hábitat óptimo de la becada está 
compuesto por bosques mixtos que alternan 
sotobosques densos y claros con pastos o 
praderas en zonas colindantes. Son 
animales generalmente solitarios, de activi-
dad diurna en primavera y verano y 
fundamentalmente nocturna en otoño e 
invierno. La época de celo (entre febrero y 
julio) se caracteriza por la denominada 
croule de los machos, en la que realizan una 
serie de vuelos repetidos al amanecer y al 
anochecer acompañados de un canto 
característico similar al croar de una rana, y 
cuya misión es buscar hembras receptivas y 
señalar a las mismas su presencia. La 
hembra realiza una puesta de tres a cinco 
huevos, casi siempre cuatro, en un nido 
situado en el suelo recubierto de hierba y 
hojas secas. Tras un periodo de incubación 
de veinte a veinticuatro días a cargo de la 
hembra, nacen los polluelos cubiertos de un 
plumón amarillo rosado, con el cuerpo 
estriado a lo largo por unas líneas marrones 
que los hace casi invisibles al mimetizarse 
con el suelo. Son nidífugos, abandonan el 
nido a los tres días y permanecen con la 
hembra dos o tres semanas. Alcanzan la 
madurez sexual al año de vida (Duriez, 
2003). 
 ZORZAL COMÚN 
 El zorzal común (Turdus philomelos) 
es un ave de pequeño tamaño perteneciente 
al orden Passeriformes y a la familia 
Turdidae. Se encuentra distribuido por toda 
la zona paleártica, siendo más escaso en la 
cuenca del Mediterráneo. También existen 
poblaciones introducidas en Nueva Zelanda 
y sureste de Australia (Hagemeijer y Blair, 
1997). Las poblaciones del norte y este de 
Europa son migratorias y en otoño aban-
donan las zonas de cría para desplazarse 
hacia el sur. En España ocupa de forma 
sedentaria el tercio norte peninsular, apare-
ciendo de forma más dispersa en las 
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cordilleras centrales y raramente en el sur. 
Las poblaciones invernantes, que llegan a 
España en septiembre, se distribuyen por 
todo el territorio nacional. Se han descrito 
cuatro subespecies, siendo el Turdus 
philomelos philomelos la subespecie más 
común en Europa (Martí y Del Moral, 2003).   
 Poseen un cuerpo bastante com-
pacto, con una cola corta. La coloración del 
plumaje es parda en el dorso mientras que el 
pecho es de color blanco con una serie de 
manchas oscuras. La parte inferior de las 
alas y los flancos presentan tonos ocres 
(Figura 2f).  
 Son aves vivaces y activas, que 
pasan la mayor parte del tiempo en 
movimiento y buscando alimento. Viven en 
grupos más o menos importantes en zonas 
boscosas con arbustos y matorrales. En la 
época reproductiva (entre febrero y junio), 
los machos atraen a las hembras con su 
armonioso canto, formándose parejas 
monógamas. El nido, construido exclusiva-
mente por la hembra sobre arbustos, setos, 
o árboles a poca altura, está formado por un 
cuenco hecho con hierba seca, ramitas, 
musgo, hojas secas y algún liquen, 
amasados con barro. Realizan dos o tres 
puestas anuales, de tres a cinco huevos, que 
son incubados por la hembra durante 
aproximadamente trece días. Los polluelos, 
nidícolas, son atendidos por ambos 
progenitores y abandonan el nido entre los 
doce y quince días (Hansen-Catta y col., 
2003). 
 UROGALLO 
 El urogallo (Tetrao urogallus) es un 
ave perteneciente a la subfamilia de las 
Tetraónidas, siendo la de mayor tamaño 
entre las especies de dicho grupo. El término 
urogallo hace referencia a su hermosa cola 
(del griego oura) y a su pertenencia al orden 
Galliformes. Es un animal característico de 
los bosques boreales de coníferas que, 
gracias a las grandes glaciaciones, pudo 
extender su presencia a todo el área 
paleártica.   
 Los urogallos presentan un acusado 
dimorfismo sexual, siendo el tamaño de los 
machos, que pueden llegar a  alcanzar los   
5 kg, aproximadamente el doble que el de 
las hembras. En cuanto a su plumaje, el 
cuerpo del macho es de color gris pizarra 
con brillantes reflejos de un verde metálico 
en el pecho. La cola es negra con algunas 
manchas blancas, mientras que las alas, 
cortas y redondeadas, son de un tono 
marrón rojizo. El pico, de forma ganchuda, 
es de color marfil y sobre los ojos aparecen 
dos carúnculas de color rojo intenso (Figura 
2g). Las hembras, en cambio, poseen un 
plumaje de color pardo-rojizo con bandas 
negras y moteado de blanco. 
 Son animales sedentarios, solitarios 
y territoriales. En la época de celo (de marzo 
a junio), los urogallos machos se concentran 
en determinados rodales forestales, 
conocidos como cantaderos, donde acuden 
fielmente todos los años para atraer y cubrir 
a las hembras. Tras aparearse, las hembras 
realizan una puesta de seis o siete huevos, 
en un nido construido en el suelo. Los 
polluelos, nidífugos, nacen tras veintisiete 
días de incubación y se hacen inde-
pendientes entre las ocho y catorce 
semanas. 
    II. INTRODUCCIÓN  
 
 
41 
 En la actualidad se reconocen doce 
subespecies, dos de las cuales habitan en la 
península Ibérica y se encuentran 
geográficamente aisladas del resto: Tetrao 
urogallus aquitanicus, distribuido a lo largo 
de los Pirineos incluyendo territorio de 
España, Francia y Andorra, y Tetrao 
urogallus cantabricus, que se distribuye en la 
cordillera Cantábrica. La tendencia 
poblacional del urogallo es claramente 
regresiva en España, aunque de forma 
mucho más acusada en la cordillera 
Cantábrica. Ambas subespecies están 
incluidas en el Catálogo Español de 
Especies Amenazadas, regulado por el Real 
Decreto 139/2011, de 4 de febrero de 2011 
(BOE, de 23 febrero de 2011), y cuentan con 
diversas estrategias nacionales para su 
conservación. En dicho Catálogo Nacional 
se distingue actualmente entre la situación 
de la subespecie cantábrica, catalogada 
como “en peligro de extinción” y la de la 
subespecie pirenaica que se incluye en la 
categoría de “vulnerable”. Asimismo, su caza 
y comercialización están rigurosamente 
prohibidas en todo el territorio español desde 
el año 1980 (Robles y col., 2006).  
 A escala mundial, el urogallo no 
puede considerarse una especie global-
mente amenazada, aunque las poblaciones 
del centro y sur de Europa están 
severamente fragmentadas debido a 
extinciones locales continuadas a lo largo de 
las últimas décadas. Su grado de protección 
en Europa, contemplado en la Directiva 
2009/147/CE del Parlamento Europeo y del 
Consejo, de 30 de noviembre de 2009, 
relativa a la conservación de las aves 
silvestres (DOUE, de 26 de enero de 2010), 
varía según el país, estando protegido en 
algunos países como Grecia, Bélgica y 
Dinamarca, mientras que en otros como 
Francia, Italia, Reino Unido o Alemania está 
permitida su caza. 
II.2. CARNE Y PRODUCTOS CÁRNICOS  
PROCEDENTES DE AVES DE CAZA Y DE 
LA AVICULTURA ALTERNATIVA 
 El incremento en la producción de 
aves de caza y de otras especies de aves no 
cinegéticas ha provocado un aumento en el 
consumo de la carne y los productos 
cárnicos procedentes de las mismas. El 
creciente interés por este tipo de carnes 
puede deberse a la necesidad de diversificar 
la oferta una vez que parece alcanzado el 
techo máximo en el consumo de aves 
convencionales, principalmente pollo y pavo, 
y como respuesta al posible cansancio del 
consumidor, sin olvidar otros factores como 
la creciente preocupación por mantener una 
dieta sana con un menor contenido en 
grasas, así como la innegable superioridad 
organoléptica de estas carnes por las que el 
consumidor está dispuesto a pagar un mayor 
precio, ofreciendo al sector avícola de carne 
nuevas oportunidades. 
 La composición nutritiva de la carne 
procedente de aves de caza y de la 
avicultura alternativa es muy variable 
dependiendo de factores como la especie, 
edad, sexo, origen y tipo de alimentación de 
los animales. No obstante, posee una serie 
de características comunes que la 
diferencian de la carne procedente de 
especies de abasto de consumo habitual: a) 
contiene menos grasa intramuscular, con 
una mayor proporción de ácidos grasos 
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insaturados, sobre todo en los animales más 
jóvenes. La carne de ejemplares silvestres y 
migratorios tiene aún menos grasa que los 
que se crían en granjas debido a la energía 
que gastan en sus desplazamientos; b) 
presenta un mayor porcentaje de proteínas 
de alto valor biológico (Figura 3) y c) es rica 
en hierro y fósforo, conteniendo además 
importantes cantidades de magnesio y 
potasio. Asimismo, conviene destacar que 
las carnes de ejemplares silvestres, debido a 
su origen, carecen de residuos hormonales, 
antibióticos y otros fármacos que se utilizan 
con mayor frecuencia en los animales 
criados en granjas (Zomborszky y col., 1996; 
Hoffman y Wiklund, 2006).  
 La carne de las aves de caza 
presenta, por lo general, un color rojo más 
oscuro que la carne procedente de especies 
domésticas, así como un olor y sabor más 
pronunciados. En cuanto a la textura, es 
habitualmente menos tierna que la de los 
animales domésticos, aumentando su 
dureza con la edad del animal. La crianza de 
las aves de caza en granjas cinegéticas 
permite obtener un producto más homo-
géneo y de textura más tierna. Sin embargo, 
el sabor de su carne es menos intenso 
debido a la alimentación controlada que 
reciben los animales (Aidoo y Haworth, 
1995). 
 De todas las carnes de aves de caza, 
la más valorada en España es, sin duda, la 
de perdiz, especialmente la procedente de 
ejemplares silvestres de perdiz roja. Su 
carne es seca y de aroma y sabor delicado. 
En cuanto al faisán, la carne de la hembra es 
sabrosa y tierna, de color ligeramente 
amarillento mientras que la carne del macho 
es de textura más seca y color más blanco. 
La codorniz, por su parte, posee una carne 
muy tierna y jugosa, de textura fina y 
agradable. La mayoría de las codornices que 
se consumen en España provienen de las 
granjas de producción, quedando en un 
lugar secundario los ejemplares de codorniz 
obtenidos en caza menor. 
 Las carnes procedentes de paloma 
son carnes de color rojo intenso, muy prietas 
y duras. La especie más consumida es la 
paloma bravía, especialmente los ejemplares 
criados en palomares industriales, aunque la 
más valorada por los cazadores y por los 
consumidores es la paloma torcaz. La 
becada y el zorzal común se consumen 
considerablemente menos, pero no por ello 
son menos apreciados. En concreto, la 
becada es el manjar de caza con mayor 
fama entre los gourmets debido a la finura y 
el exquisito sabor de su carne. 
 Respecto a la carne de pintada, 
presenta una textura y sabor similares a la 
carne de faisán. La carne de avestruz, en 
cambio, es muy similar a la de vacuno 
aunque presenta una coloración más oscura, 
menor contenido en grasa y es notablemente 
más tierna. El despiece de la carne de 
avestruz presenta distintas denominaciones 
y categorías comerciales. La carne extra y 
de primera proviene del muslo (con 
denominación genérica de solomillo o bistec) 
mientras que la carne de categoría inferior 
proviene del cuello y las alas, y es 
normalmente utilizada para la elaboración de 
hamburguesas y otros derivados cárnicos 
(Bello, 2001).  
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Figura 3. Valor nutritivo de 100 g de carne magra procedente de especies de aves de caza y de 
la avicultura alternativa, y especies de abasto (Mataix, 2003; Carbajo, 2006; Moreiras y col., 
2009) 
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 En la actualidad, la oferta de aves de  
caza y de la avicultura alternativa es 
relativamente amplia existiendo una gran 
variedad de carnes refrigeradas y conge-
ladas a disposición del consumidor. Además, 
la industria cárnica ofrece una amplia gama 
de productos cárnicos derivados entre los 
que destacan escabeches, estofados, 
embutidos (crudos curados o cocidos), patés, 
hamburguesas, etc. (Tablas 1 y 2). De ellos, 
las conservas escabechadas, elaboradas 
principalmente a partir de carne de perdiz y 
codorniz, entre otros ingredientes, son los 
productos más demandados por el 
consumidor. 
II.3. PRODUCCIÓN Y C OMERCIALIZACIÓN 
DE AVES DE CAZA Y DE LA AVICUTUR A 
ALTERNATIVA 
 Producción y comercialización de 
aves cinegéticas 
 Según los datos recogidos en el 
Anuario de Estadística del Ministerio de 
Medio Ambiente, y Medio Rural y Marino, el 
número de capturas de perdiz roja 
permanece prácticamente estable desde el 
año 2000, con cerca de 3 500 000 de piezas 
cobradas anualmente (Tabla 3). Sin 
embargo, el número de capturas de codorniz, 
así como las capturas que aparecen en el 
epígrafe de la tabla denominado Otra Caza 
Volátil, que incluiría el resto de especies de 
aves de caza, ha disminuido notablemente 
en el periodo 2000-2008. Como se ha 
mencionado anteriormente, esta caída 
progresiva en el número de aves abatidas se 
debe fundamentalmente al declive pobla-
cional que han sufrido muchas especies de 
aves silvestres durante las últimas décadas. 
En el caso de la perdiz, el número de 
capturas permanece estable debido princi-
palmente a las repoblaciones llevadas a 
cabo con perdices criadas en granjas 
cinegéticas. Hay que aclarar que los datos 
de capturas referentes al año 2004 no se 
han podido incluir en la tabla puesto que no 
aparecen reflejados en el Anuario de 
Estadística. En cuanto al epígrafe Otra Caza 
Volátil, debe destacarse que desde el año 
2006 se ha procedido a su desglose por 
especies, recogiéndose de forma más 
detallada los datos de capturas de algunas 
aves de caza como el faisán, zorzal, paloma 
y becada. Entre ellas, el zorzal y la paloma 
son las especies que presentan un mayor 
número de aves abatidas superando en 
ambos casos las capturas de codorniz 
(Tabla 3).  
 Por lo que respecta a la distribución 
por Comunidades Autónomas del número de 
capturas, según los datos más recientes 
recabados por el Ministerio de Medio 
Ambiente, y Medio Rural y Marino, las 
Comunidades Autónomas españolas donde 
se capturó un mayor número de animales y 
se registraron mayores ingresos durante el 
año 2007 fueron Castilla-La Mancha, 
Extremadura y Andalucía (Figura 4).  
 Las especies capturadas varían en 
función de cada Comunidad. Las mayores 
capturas de perdiz, faisán y paloma tienen 
lugar en Castilla-La Mancha, fundamental-
mente en la provincia de Toledo, y en 
Andalucía. En cuanto a la codorniz, se caza 
principalmente en Castilla y León, sobre todo 
en la provincia de Burgos, y en Aragón. La 
Comunidad Autónoma con mayores capturas
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Tabla 1. Selección de  los principales prod uctos comerciales cr udos 
elaborados con carne de aves de caza y de la avicultura alternativa 
 
Producto Especie Ejemplo de presentación 
CARNE FRESCA O 
CONGELADA  
(PIEZAS ENTERAS) 
Codorniz, perdiz, 
faisán, paloma, 
pintada 
 
CARNE FRESCA O 
CONGELADA  
(DESPIECE) 
Codorniz, perdiz, 
faisán, paloma, 
pintada, avestruz 
 
 
SALCHICHAS Avestruz, faisán  
HAMBURGUESA Avestruz  
SALCHICHÓN Y 
CHORIZO Avestruz  
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Tabla 2. Selección de  los principales prod uctos comerciales tra tados 
térmicamente elabora dos con c arne de av es de ca za y de la av icultura 
alternativa 
  
Producto Especie Ejemplo de presentación 
ESTOFADO 
Codorniz, perdiz, 
faisán, paloma, 
pintada, avestruz 
 
ESCABECHE 
Codorniz, perdiz, 
faisán, paloma, 
pintada 
 
PATÉ  
Codorniz, perdiz, 
faisán, paloma, 
pintada, avestruz 
 
CARNE 
AHUMADA Avestruz, faisán  
EMBUTIDOS 
COCIDOS Avestruz  
OTRAS 
CONSERVAS 
Codorniz, perdiz, 
faisán, pintada  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    a Valores no disponibles    
    Fuente: Anuario de Estadística (MARM, 2001-2009).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 3. Datos de capturas (número de piezas) e ingresos económicos (millones de euros) de las aves de caza  
  2000 2001 2002 2003 2005 2006 2007 2008 
Capturas 3 336 378 3 279 557 3 219 462 3 062 395 3 320 499 3 381 652 3 637 370 3 416 874 
PERDIZ 
Ingresos 50,1 52,6 61,4 52,9 40,9 21,9 15,3 20,5 
Capturas 1 402 234 1 376 321 1 279 976 1 237 374 1 459 139 1 123 091 1 047 701 941 945 
CODORNIZ 
Ingresos 3,9 3,4 2,9 5,9 1,4 2,2 1,4 1,1 
Capturas 6 751 734 7 248 054 5 817 226 5 380 601 6 817 047 1 521 751 1 448 072 1 014 475 
OTRA CAZA VOLÁTIL 
Ingresos 15,2 13,7 10,7 13,5 3,4 5,1 2,2 0,8 
Capturas -a - - - - 252 575 50 102 865 
FAISÁN 
Ingresos - - - - - 1,5 0,5 - 
Capturas - - - - - 1 379 799 1 436 950 1 288 771 
PALOMA 
Ingresos - - - - - 3,1 2,3 0,8 
Capturas - - - - - 2 354 914 2 736 786 2 642 698 
ZORZAL 
Ingresos - - - - - 3,2 2,7 1,9 
Capturas - - - - - - 44 759 33 340 
BECADA 
Ingresos - - - - - - 0,1 0,1 
TOTAL CAPTURAS AVES DE CAZA 11 490 346 11 903 932 10 316 664 9 680 370 11 596 685 10 013 782 10 401 740 9 338  968 
TOTAL INGRESOS AVES DE CAZA 69 70 75 72 46 37 24 25 
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a  Valores no disponibles    
   Fuente: Anuario de Estadística (MARM, 2007, 2008, 2009). 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
   Fuente: Anuario de Estadística (MARM, 2007-2009). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Tabla 4.  Producción d e a ves en granjas cineg éticas para repoblación (nº de  
animales) 
ESPECIE 2006 2007 2008 
PERDIZ 1 192 277 948 993 789 055 
CODORNIZ 568 700 516 900 204 900 
FAISÁN 95 824 69 818 57 700 
PALOMA -a 10 465 1000 
TOTAL AVES DE CAZA 1 856 801 1 546 176 1 056 655 
Tabla 5. Sueltas de especies de aves cinegéticas (nº de animales) 
ESPECIE 2006 2007 2008 
PERDIZ 1 763 915 1 374 407 1 954 209 
CODORNIZ 157 117 107 821 76 940 
FAISÁN 313 682 102 964 114 770 
PALOMA 665 000 16 029 7 897 
TOTAL AVES DE CAZA 2 899 714 1 601 221 2 153 816 
 
  
CAPTURAS (unidades): 
          Sin datos 
     < 50 000 
              50 001 - 150 000 
          150 001 - 500 000 
             500 001 - 800 000 
           800 001 - 1 580 000 
 
Figura 4. Capturas de aves de caza registradas en España durante en año 2007. 
Fuente: Anuario de Estadística (MARM, 2008) 
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de becada es Cataluña seguida de Baleares 
y Castila y León, mientras la caza del zorzal 
tiene lugar mayoritariamente en Andalucía, 
Valencia y Cataluña (Garrido, 2010).  
 Desde el año 2006, el Anuario de 
Estadística del Ministerio de Medio Ambiente 
y Medio Rural y Marino también recoge 
información sobre la producción de perdiz 
roja, codorniz, faisán y paloma en granjas 
cinegéticas para repoblación así como del 
número de sueltas realizadas por la 
administración u otros organismos (Tablas 4 
y 5). Sin embargo, esta información es 
escasa y poco concreta puesto que sólo 
refleja los datos suministrados por 
aproximadamente un 30-50 % de las 
provincias españolas. Como muestra la 
Tabla 4, la especie que presenta una mayor 
producción en granjas cinegéticas para 
repoblación es la perdiz roja, seguida de la 
codorniz y el faisán.  
 Producción y comercialización de 
aves en granjas de avicultura 
alternativa 
 En comparación con otros sectores 
productivos, el sector de la carne de aves 
procedentes de la avicultura alternativa se 
caracteriza por la escasez de datos 
concretos y contrastados sobre producción y 
comercialización. No obstante, en el año 
2005, el Ministerio de Agricultura, Pesca y 
Alimentación hizo público un estudio de 
caracterización de la avicultura de carne 
alternativa en España en el que se recogían 
datos interesantes sobre algunas especies 
como la codorniz, perdiz, faisán, paloma, 
pintada y avestruz (MAPA, 2005). 
 Producción de carne de codorniz 
 La crianza y explotación de la 
codorniz o “coturnicultura” comenzó a finales 
del siglo XIX en Japón, desde donde se 
extendió en primer lugar hacia otros países 
asiáticos y posteriormente a casi todo el 
mundo. Actualmente la producción de carne 
de codorniz se concentra fundamentalmente 
en determinados países de Europa, entre los 
que destacan Francia y España, en Estados 
Unidos y más recientemente en algunos 
países sudamericanos como Brasil. En los 
países asiáticos, la producción está princi-
palmente orientada hacia la obtención de 
huevos (Lázaro y col., 2005). 
 En España, existen actualmente 601 
granjas de codornices, concentradas en las 
Comunidades Autónomas de Extremadura 
(156 granjas), Andalucía (149) y Cataluña 
(99) (MARM, 2011). Aproximadamente un  
70 % de estas explotaciones están orien-
tadas hacia la producción de carne mientras 
que el 30 % restante se dedica a la 
producción de codornices para repoblación 
(Sánchez y col., 2009). La subespecie más 
utilizada para la producción de carne es la 
codorniz japonesa (Coturnix coturnix 
japonica) mientras que para repoblación de 
cotos se emplea la codorniz europea 
(Coturnix coturnix coturnix). No obstante, la 
codorniz japonesa es también objeto de 
sueltas en cotos de caza lo que ha dado 
lugar a la formación de híbridos entre esta 
subespecie y la codorniz europea. Esta 
contaminación genética supone un grave 
riesgo para las poblaciones de codorniz 
europea, puesto que la ausencia de instinto 
migratorio de la codorniz japonesa favorece 
la sedentarización de las poblaciones 
migratorias en África, disminuyendo por 
   II. INTRODUCCIÓN   50 
tanto su presencia en Europa (Puigcerver y 
col., 2001).  
 La producción de carne de codorniz 
en España es bastante elevada en 
comparación con la de otras aves alter-
nativas. Según los datos recogidos en el 
estudio de caracterización de la avicultura de 
carne alternativa en España (MAPA, 2005) 
en el año 2004 se produjeron aproximada-
mente 9300 toneladas de carne de codorniz, 
lo que supone el 11 % del total de carne de 
la avicultura alternativa. En relación al 
comercio exterior, España es uno de los 
principales países exportadores de carne de 
codorniz en Europa, con unas 2282 
toneladas en el 2003 y 1395 toneladas en el 
2004, siendo Francia el principal receptor. El 
consumo de este tipo de carne es bastante 
elevado (250 g per capita en el año 2004) y 
tiene lugar durante todo el año, aunque 
durante el periodo navideño se produce un 
aumento significativo de la demanda (MAPA, 
2005).  
 Producción de carne de perdiz 
 La cría de perdices en granjas 
comenzó a desarrollarse a mediados del 
siglo pasado y hoy en día es una actividad 
muy extendida, sobre todo en Estados 
Unidos y diversos países de Europa. Las 
especies empleadas varían de unas 
regiones a otras. En Estados Unidos es 
frecuente la cría de ejemplares de perdiz 
chukar (Alectoris chukar) y perdiz pardilla 
(Perdix perdix), mientras que en Europa, 
además de éstas, se crían otras especies 
como la perdiz griega (Alectoris graeca), 
perdiz moruna (Alectoris barbara) y perdiz 
roja (Alectoris rufa). La mayoría de las 
granjas de perdiz existentes en el mundo 
están destinadas a la repoblación de cotos 
de caza. 
 En nuestro país, la cría de perdices 
comenzó a principios de los años sesenta 
con la producción de perdices rojas para 
repoblación. Posteriormente, puesto que la 
temporalidad en la producción cinegética de 
perdiz roja imponía una estacionalidad en el 
consumo de su carne, comenzaron a 
desarrollarse nuevos métodos de cría 
intensiva para poder extender el consumo de 
perdices durante todo el año. Sin embargo, 
la escasa capacidad productiva de la perdiz 
roja dio lugar a la búsqueda de otras 
especies que permitiesen obtener un mayor 
rendimiento productivo. Como consecuencia 
de ello, las granjas de producción para carne 
comenzaron a criar ejemplares de la especie 
alóctona perdiz chukar. En la actualidad, la 
perdiz chukar sigue siendo la principal 
especie empleada en las granjas de 
producción intensiva de carne, mientras que 
la cría en granjas de perdiz roja se lleva a 
cabo principalmente con fines cinegéticos 
(MAPA, 2005). La perdiz moruna y la perdiz 
pardilla se crían también hoy en día con 
fines cinegéticos aunque en menor medida.  
 La producción de perdices de carne 
ha experimentado un notable incremento en 
los últimos veinte años. En el año 2003 se 
produjeron aproximadamente 470 t de carne 
en canal, lo que equivale al sacrificio de       
1 600 000 aves (MAPA, 2005). El número de 
granjas en el territorio nacional es muy 
elevado situándose incluso por encima de 
las granjas dedicadas a la producción de 
pavos. En enero de 2011 había registradas 
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en el Registro General de Explotaciones 
Ganaderas un total de 1027 granjas concen-
tradas en las Comunidades Autónomas de 
Andalucía (280 granjas), Extremadura (270), 
Castilla-La Mancha (105), Cataluña (103) y 
Castilla y León (97) (MARM, 2011). No 
obstante, aproximadamente un 70 % de 
estas granjas están destinadas a la 
producción de perdices para repoblación 
(Sánchez y col., 2009). 
 Una práctica que se realiza con cierta 
frecuencia en los sistemas de producción de 
perdiz roja, es el cruzamiento intencionado 
de ejemplares de esta especie con 
individuos de perdiz chukar con el fin de 
conseguir una mejor adaptación a la 
cautividad y una mayor potencialidad 
reproductiva. Esta práctica está permitida en 
aquellas granjas que producen perdices 
rojas para carne, estando estrictamente 
prohibida en las explotaciones que producen 
perdices con fines cinegéticos puesto que 
sólo pueden ser liberados en el campo 
ejemplares puros de perdiz roja (Ley 
42/2007, de 13 de diciembre de 2007, del 
Patrimonio Natural y de la Biodiversidad 
(BOE, de 14 de diciembre de 2007)). No 
obstante, a pesar de estas prohibiciones, las 
sueltas y repoblaciones fraudulentas con 
híbridos resultantes de cruces entre 
ejemplares de perdiz roja y perdiz chukar 
han constituido un serio problema en este 
sector, que actualmente persiste aunque en 
mucho menor grado (Tejedor y col., 2006).  
 Producción de carne de faisán 
 El faisán es una de las aves de caza 
que más desarrollo industrial ha tenido a 
nivel mundial en los últimos años. La mayor 
parte de la producción se concentra en 
Estados Unidos, Canadá y Europa, 
fundamentalmente en Inglaterra, Francia e 
Italia, y tiene como objetivo principal la 
obtención de animales vivos para 
repoblación de cotos de caza, siendo su 
producción para carne de tipo secundario. 
Asimismo, en los últimos años, al igual que 
ocurre con la codorniz, ciertos países 
sudamericanos como Argentina han encon-
trado en sus condiciones climáticas y 
ambientales las características ideales para 
la cría de faisanes. Además, debido a la 
estacionalidad en la cría del faisán, la época 
de mayor producción en estos países 
coincide con la de escasez en el continente 
europeo, lo cual favorece las exportaciones 
a Europa (Santa Cruz y col., 2006). 
 En España, el faisán comenzó a 
criarse en los años sesenta con fines 
cinegéticos. En la actualidad, de las 475 
granjas productoras de faisán presentes en 
el territorio nacional, un 50 % están orienta-
das a la producción cárnica mientras que el 
50 % restante cría faisanes para repoblación. 
Esta producción se concentra sobre todo en 
Extremadura (130 granjas), Andalucía (96), 
Castilla y León (70) y Cataluña (39) 
(Sánchez y col., 2009; MARM, 2011). A 
pesar de la existencia de algunas granjas 
con reproductores, fundamentalmente desti-
nadas a la producción de animales para 
repoblación de cotos de caza, la mayor parte 
de las granjas productoras de carne 
importan los faisanes de un día de granjas 
de producción extranjeras, principalmente 
francesas (Castelló, 2005). 
 Con relación a los volúmenes de 
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producción, los últimos datos disponibles son 
los publicados en el año 2004 por el 
Ministerio de Agricultura, Pesca y 
Alimentación, en los que se estimaba una 
producción total de 44 t de carne para el año 
2003 (MAPA, 2005). El consumo es escaso 
en comparación con otras especies como la 
codorniz y la perdiz, y se concentra 
fundamentalmente en el periodo navideño 
(MAPA, 2005).  
 Producción de carne de pintada 
 Criada en cautividad desde la época 
griega y romana, el desarrollo de la cría de 
esta especie en granjas para la producción 
de carne tuvo lugar a mediados del siglo 
pasado en Europa. En la actualidad, el 
principal país productor, exportador y 
consumidor de carne de pintada es Francia 
que, con cerca de 40 000 t de carne al año, 
acapara tres cuartas partes de la producción 
en Europa y dos tercios de la producción 
mundial. Otros países europeos con 
producciones importantes son Italia y Bélgica 
(Mead, 2004). Fuera de Europa, destacan 
Estados Unidos, Canadá y Australia (Saina, 
2005; Fajemilehin, 2010).  
 Por lo que respecta a España, es 
una carne poco conocida entre los 
consumidores, con una demanda baja, 
exceptuando el periodo navideño en el que 
se incrementa notablemente la demanda. La 
producción nacional es relativamente escasa, 
estimándose en 140 t de carne anuales 
(MAPA, 2005). La mayor parte de la carne 
que se consume procede de importaciones, 
fundamentalmente de Francia e Italia, las 
cuales han aumentado en los últimos años 
alcanzando las 854 t en el año 2009. Aún así, 
desde el año 2005 ha habido un incremento 
importante en el número de granjas 
dedicadas a la producción de esta especie. 
En la actualidad existen 154 explotaciones, 
localizadas principalmente en Andalucía (55 
granjas),  Baleares (22), Cataluña (16) y 
Extremadura (14) (MARM, 2011). Sin 
embargo, no existe ninguna granja de 
selección de pintadas que disponga de una 
base genética de la que puedan abastecerse 
los criadores para disponer de pintadones 
recién nacidos, por lo que todos los 
pintadones requeridos para la producción 
tienen que ser importados de Francia, país 
que ostenta el liderazgo en torno a la mejora 
genética de estas aves. La única excepción 
es una explotación en régimen semi-
extensivo que ha promovido en Badajoz, 
desde 1997, el Servicio de Investigación y 
Desarrollo Tecnológico de la Junta de 
Extremadura, con el fin de luchar contra la 
plaga de langosta mediante la utilización de 
la pintada como depredador. Con poste-
rioridad a esta finalidad inicial, han seguido 
criando estas aves para producción de carne 
a partir de una línea genética propia 
(Castelló, 2005).  
 Producción de carne de paloma 
 La producción de palomas se centra 
principalmente en la obtención de pichones 
para carne a partir de distintas razas de la 
variedad doméstica (Columba livia var. 
domestica). La paloma zurita se cría en 
menor medida para la práctica del tiro al 
pichón. Con respecto a la paloma torcaz, no 
se tiene constancia de su cría en palomares 
industriales.  
 Los principales países productores 
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de carne de pichón son Estados Unidos, 
Francia, Italia y, en menor grado, España. 
Las razas empleadas son muy variadas 
(King, Texan, Hubbel, Carneau, etc.), siendo 
el híbrido sintético Europigeon desarrollado 
en Francia, el más utilizado por la mayor 
parte de los criadores en los países 
europeos, incluida España. La cría intensiva 
de palomas se caracteriza por la depen-
dencia total de los pichones de los padres, 
que los crían y alimentan hasta que 
abandonan el nido, momento en el que se 
sacrifican (MAPA, 2005).   
 En cuanto a la producción en el 
territorio nacional, la primera granja industrial 
de pichones se creó en Navarra en el año 
1994 obteniéndose ya en aquel año cerca de 
1500 kg de carne de pichones. El sector 
experimentó un rápido crecimiento con la 
aparición de nuevas granjas en la zona que, 
en el año 2000, llegaron a producir             
29 000 kg de carne (Castelló, 2005). Los 
últimos datos publicados por el Ministerio de 
Agricultura, Pesca y Alimentación estimaron 
la producción en 47 200 kg para el año 2004. 
Hoy en día existen en España 787 granjas 
dedicadas a la producción intensiva de 
palomas, localizadas en su mayoría en 
Castilla y León (206 granjas), Extremadura 
(117) y Andalucía (108). Una excepción al 
sistema de explotación intensivo es la 
crianza en libertad que se lleva a cabo en 
Tierra de Campos, en la Comunidad 
Autónoma de Castilla y León, donde se han 
rehabilitado antiguos palomares en los que 
anidan palomas bravías y zuritas. La 
producción en estos palomares es más 
estacional, teniendo un descanso invernal. 
Los pichones obtenidos son bastante 
menores que los producidos en el resto de 
granjas y se comercializan principalmente en 
zonas de Castilla y León (Castelló, 2005). 
 Producción de carne de avestruz 
 La cría de avestruces en granjas se 
originó a mediados del siglo XIX en 
Sudáfrica, que instauró una política 
comercial basada en el monopolio de la 
comercialización de los productos del 
avestruz y en las restricciones en la 
exportación de reproductores. Aunque en 
sus inicios la explotación se centró en la 
obtención de plumas, fuertemente deman-
dadas por la sociedad europea y americana 
de la época, la sucesión de varias crisis en el 
sector de la pluma, provocó que a mediados 
del siglo XX la producción se diversificase 
hacia la obtención de piel y carne (Buxadé, 
1999). No obstante, no fue hasta los años 
ochenta cuando surgió el auténtico 
desarrollo en el sector de la carne de 
avestruz. Este desarrollo en el sector cárnico 
propició el inicio de la actividad pecuaria 
ligada al avestruz en Europa, fundamental-
mente en Alemania, Bélgica y Holanda 
(Carbajo y col., 1997).  
 En la actualidad, el país líder en 
cuanto a la explotación del avestruz sigue 
siendo Sudáfrica, con el 70 % de la 
producción mundial, sobre todo la zona de 
Oudshoorn, donde se concentra el 60 % de 
la actividad ganadera. Otros países con una 
producción significativa de avestruces son 
Estados Unidos, Israel, Canadá y diversos 
países africanos como Zimbabwe, Namibia y 
Bostwana. Un nuevo frente de comercia-
lización ha surgido más recientemente en 
América Central y del Sur, especialmente en 
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Brasil, Chile y México, así como en diversos 
países de Asia y Oriente Medio. En Europa, 
el número de granjas y la población de 
avestruces están en crecimiento, siendo esta 
tendencia mayor en países de Europa del 
Este y del Centro (Bello, 2001; Carbajo, 
2005).  
 En España, la instalación de la 
primera granja de avestruces tuvo lugar en 
Madrid en el año 1993. La producción tuvo 
un gran crecimiento entre los años 1997 y 
2000, para acabar con la desaparición de 
aproximadamente el 90 % de las granjas 
entre 2001 y 2003 (MAPA, 2005). Hoy en día, 
la producción parece haberse estabilizado 
existiendo un total de 347 explotaciones, 
distribuidas principalmente en Andalucía (74), 
Cataluña (53) y Castilla y León (39) (MARM, 
2011). Según estimaciones del sector 
productor, la producción de carne se sitúa en 
torno a 180 000 kg anuales, correspondien-
tes al sacrificio de unas 7000 aves (MAPA, 
2005) 
 Situación del mercado de la carne 
de aves de caza y de la avicultura 
alternativa y perspectivas futuras 
Según datos disponibles en el 
Ministerio de Medio Ambiente, y Medio Rural 
y Marino, la carne y productos cárnicos se 
sitúan entre los grupos de alimentos de 
mayor consumo en España, representando 
un 20,74 % del gasto total en alimentación 
en el año 2010 (18 267 millones de euros). 
De acuerdo a esta misma fuente, el 
consumo de carne en nuestro país se ha 
mantenido estable en los últimos años 
registrados en el Libro de la Alimentación 
Española (1990-2008), con valores que se 
acercan a los 64 kg por persona y año 
(Tabla 6). Cabe mencionar que, a pesar del 
descenso sufrido en 2008, el consumo de 
carnes de especies de aves de caza y de la 
avicultura alternativa, incluido en el apartado 
Otras carnes, es cada vez más importante. 
Por otra parte, la cría de aves para la 
producción de carne es, en la actualidad, 
una de las ganaderías más importantes de 
nuestro país. Este sector ha experimentado 
un importante crecimiento en los últimos 
años debido, en parte, al desarrollo de la 
avicultura alternativa. En este sentido, desde 
el año 2007 se ha producido un aumento en 
el número de explotaciones dedicadas a la 
producción de especies alternativas, 
mientras que las granjas dedicadas a la pro-
ducción de pollo han disminuido (Figura 5). 
La única excepción a esta tendencia han 
sido las explotaciones productoras de 
avestruz que han experimentado un 
descenso en los últimos años. El incremento 
en la producción de especies alternativas 
hace prever una mayor oferta y demanda de 
carne y productos cárnicos procedentes de 
las mismas. 
En el año 2010 se constituyó la 
Asociación Interprofesional de la Carne de 
Caza Silvestre (ASICCAZA), que agrupa a 
diversas organizaciones del ámbito cine-
gético entre las que se incluyen la Real 
Federación Española de Caza, la Asociación 
de Propietarios Rurales para la Gestión 
Cinegética y Conservación del Medio 
Ambiente de España, y las Asociaciones de 
Salas de Despiece y Tratamiento de Caza 
de Castilla y León, Extremadura y Andalucía, 
entre otras. Entre los objetivos prioritarios de 
esta organización se encuentra la mejora 
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Fuente: Libro de la Alimentación en España (MARM, 2003, 2005). Fichas de consumo  
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Tabla 6. Evolución del consumo de carne en España (kg/persona/año) 
ESPECIE 1990 1995 2000 2005 2008 
CARNES FRESCAS 
   POLLO 
   CERDO 
   VACUNO 
   OVINO Y CAPRINO 
   OTRAS CARNES 
47,8 
17,79 
9,4 
9,6 
3,8 
3,7 
44,6 
16,2 
8,6 
10,0 
3,5 
4,5 
48,6 
16,7 
13,3 
9,8 
3,4 
4,3 
49,1 
16,1 
13,5 
10,2 
3,2 
4,8 
42,7 
15,1 
13,6 
9,1 
3,1 
1,8 
CARNES TRANSFORMADAS 16,9 15,7 15,8 14,9 8,08 
CARNES CONGELADAS 1,9 0,9 1,2 1,8 13,14 
TOTAL CARNES 66,2 61,2 65,5 65,9 64,02 
ESPECIE 2007 2008 2009 2010 2011 
POLLO 9585 9376 9340 9098 9026 
CODORNIZ 314 378 530 565 601 
PERDIZ 591 705 919 978 1025 
FAISÁN 267 327 424 463 475 
PALOMA 535 629 801 818 787 
PINTADA 56 72 119 134 154 
RATITES 449 412 390 356 347 
Figura 5. Evolución del número de explotaciones por especies avícolas en España 
(años 2007-2011). 
Fuente: El Sector de la carne de aves en cifras (MARM, 2011) 
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de la calidad de los productos y de todos los 
procesos que intervienen en la cadena 
agroalimentaria. Asimismo, en el año 2009 
se creó la primera marca de calidad para la 
carne de caza, “Calidaz”, nacida para dar a 
conocer este producto a los consumidores y 
ofrecerlo  con las máximas garantías 
higiénico-sanitarias. La marca “Calidaz” 
facilitará la apertura de nuevos canales de 
comercialización y la promoción del mercado 
nacional.  
II.4. T ÉCNICAS APLICADAS A LA 
IDENTIFICACIÓN DE ESPECIES D E AVES 
DE CAZA  Y DE LA AVICU LTURA 
ALTERNATIVA EN  CARN E Y  
PRODUCTOS CÁRNICOS  
 Las carnes y productos cárnicos 
procedentes de especies de aves de caza y 
de la avicultura alternativa son a menudo 
objeto de un etiquetado fraudulento, debido 
al beneficio que se obtiene al vender las 
especies más valoradas por otras de precio 
inferior. Los consumidores tienen el derecho 
a demandar que las carnes y los productos 
cárnicos frescos y transformados que se 
comercializan correspondan a las especies 
animales que aparecen en el etiquetado. Por 
otra parte, la administración debe controlar la 
autenticidad de los productos expuestos a la 
venta, y las propias industrias tienen que 
exigir a sus proveedores certificados de 
autenticidad de las materias que adquieren. 
Garantizar la autenticidad de una materia 
prima o de un producto transformado es 
esencial cuando se quieren implantar 
sistemas de trazabilidad. Por ello, la puesta 
a punto de métodos de análisis eficaces, 
rápidos y baratos que permitan identificar la 
especie animal de procedencia en estos 
productos, permitiría prevenir posibles 
fraudes y ofrecer una mayor protección a las 
industrias de transformación, empresas de 
importación y exportación, y consumidores 
(Pascal y Mahé, 2001; Teletchea y col., 
2005). 
 Las técnicas utilizadas en la 
identificación de especies animales en los 
alimentos se pueden dividir en dos grandes 
grupos: aquellas basadas en el análisis de 
proteínas y las que se centran en el análisis 
del ADN o técnicas genéticas. Si bien los 
métodos basados en el análisis de proteínas 
han sido los más utilizados, los grandes 
avances que han tenido lugar en los últimos 
años en las técnicas de biología molecular, 
han impulsado el rápido desarrollo de 
numerosas técnicas genéticas que se han 
aplicado con éxito a la identificación de 
especies animales en los alimentos. 
II.4.1. TÉC NICAS BASADAS EN EL 
ANÁLISIS DE PROTEÍNAS 
Los métodos basados en el análisis 
de proteínas que se utilizan para la 
identificación de especies animales incluyen 
distintas técnicas electroforéticas, la croma-
tografía líquida de alta resolución (HPLC), 
las técnicas espectrométricas y las técnicas 
inmunológicas.  
II.4.1.1. Técnicas electroforéticas 
 La electroforesis es un procedimiento 
analítico basado en la separación de 
moléculas cargadas en un medio acuoso, 
bajo la influencia de un campo eléctrico 
aplicado entre dos electrodos, uno positivo y 
otro negativo. El movimiento de las proteínas 
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dependerá de su tamaño y de la carga neta 
que presenten en el pH del tampón 
seleccionado para el análisis. Las moléculas 
que tengan una carga neta mayor, tenderán 
a moverse más rápidamente que aquellas 
con menor carga neta. En el caso de que 
esta sea igual, las moléculas menores se 
desplazarán con mayor rapidez. 
 La identificación de especies se 
realiza comparando el perfil electroforético 
obtenido a partir de las proteínas musculares 
de las muestras problema, con los patrones 
de bandas de muestras de referencia. La 
comparación puede ser visual, o bien 
utilizando un densitómetro o un analizador 
de imágenes. Habitualmente, para comparar 
los patrones de bandas es necesario 
analizar las muestras de referencia en el 
mismo gel que las desconocidas, ya que 
pequeños cambios en las condiciones 
experimentales pueden alterar los perfiles 
proteicos obtenidos (Vallejo y col., 2005).  
Para la identificación de especies 
animales en carne y productos cárnicos se 
pueden utilizar diversas técnicas electro-
foréticas, dependiendo del grado de 
resolución que se desee obtener, así como 
del tipo de tratamiento que haya 
experimentado el producto durante el 
procesado. Las más utilizadas son la 
electroforesis en geles de poliacrilamida en 
presencia de dodecil sulfato sódico (SDS-
PAGE), el isoelectroenfoque  (IEF) y más 
recientemente la electroforesis capilar (CE). 
Los principales inconvenientes de la técnica 
de SDS-PAGE y el isoelectroenfoque 
derivan de la complejidad de los perfiles 
proteicos obtenidos y de la necesidad de 
disponer de personal entrenado e 
instrumental especializado para realizar los 
análisis. La electroforesis capilar, en cambio, 
permite detectar y cuantificar simultánea-
mente diferentes moléculas realizando un 
análisis completamente automatizado de 
proteínas sin necesidad de operarios 
especializados. No obstante, su principal 
limitación reside en la necesidad de poner a 
punto sistemas de detección adecuados 
para cada compuesto que, además, han de 
ser muy sensibles debido a los pequeños 
volúmenes que se utilizan. 
Las técnicas electroforéticas se han 
utilizado ampliamente en la identificación de 
numerosas especies animales en los 
alimentos (Savage y col., 1995; Cota-Rivas y 
Vallejo-Córdoba, 1997; Renon y col., 2003; 
Rahman y col., 2007). Sin embargo, su 
empleo para la identificación de carnes de 
aves de caza y de la avicultura alternativa ha 
sido muy escaso, existiendo únicamente 
algunos estudios para la detección de 
avestruz.  
Hofmann (1997) consiguió identificar 
mediante isoelectroenfoque en geles de 
poliacrilamida (PAGIF), patrones de bandas 
especie-específicos de la mioglobina en 
carne cruda de avestruz, pollo, pato, camello, 
corzo, vaca, oveja, cerdo, caballo, liebre y 
conejo. No obstante, no se comprobó la 
aplicabilidad de la técnica para el análisis de 
carnes tratadas térmicamente. 
Vallejo-Córdoba y col. (2010) llevaron 
a cabo la diferenciación de carnes de 
avestruz y vaca, mediante el análisis por 
electroforesis capilar con SDS (SDS-CE) de 
las proteínas solubles en agua (WSP) y las 
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proteínas solubles en disoluciones salinas 
(SSP) del músculo. La comparación de los 
perfiles generados a partir de las proteínas 
solubles en agua mostró diferencias 
cuantitativas y cualitativas que permitieron 
diferenciar la carne de las dos especies. Sin 
embargo, al igual que en el trabajo publicado 
por Hofmann (1997), sólo se analizaron 
muestras de carne cruda, no evaluándose la 
aplicabilidad de la técnica para el análisis de 
carnes sometidas a tratamiento térmico. 
II.4.1.2. Técnicas cromatográficas: croma-
tografía líquida de alta resolución (HPLC) 
Las técnicas cromatográficas tam-
bién se han aplicado a la identificación de 
especies animales en productos cárnicos. 
Entre ellas, la cromatografía líquida de alta 
resolución (HPLC, High Performance Liquid 
Chromatography) utilizando columnas de 
fase reversa (RP-HPLC) es la más utilizada. 
Esta técnica permite la separación de las 
proteínas atendiendo a su polaridad, es decir, 
a su distribución entre una fase móvil polar y 
una fase orgánica que está fija a una matriz 
(San Miguel y col., 2010). De este modo se 
obtienen perfiles cromatográficos de 
proteínas característicos de cada especie, 
que permiten su identificación mediante 
comparación con cromatogramas de refe-
rencia.  
La técnica de HPLC presenta 
ventajas importantes frente a las técnicas 
electroforéticas: es un método rápido y 
sencillo, tiene gran poder de resolución y no 
emplea reactivos tóxicos. Además, dada su 
gran reproducibilidad, una vez obtenidos los 
cromatogramas no es necesario el análisis 
conjunto de muestras de referencia. El uso 
de esta técnica es especialmente interesante 
desde el punto de vista de la cuantificación, 
ya que los sistemas de detección 
(generalmente con luz UV) permiten estimar 
la cantidad de proteína perteneciente a una 
especie presente en una mezcla. Sin 
embargo, el gran inconveniente de las 
técnicas de HPLC es la dificultad para la 
identificación de muestras sometidas a 
tratamientos térmicos intensos, ya que las 
proteínas, una vez desnaturalizadas por el 
calor, no son solubles en los tampones de 
elución (Toorop y col., 1997).  
En general, la técnica de HPLC ha 
sido muy utilizada para la identificación de 
especies animales en alimentos (Abe y 
Okuma, 1995; Espinoza y col., 1996; Piñeiro 
y col., 1997; Gil-Agustí y col., 2008). No 
obstante, al igual que en el caso de las 
técnicas electroforéticas, son escasos los 
ensayos publicados para la identificación de 
especies de aves de caza y de la avicultura 
alternativa. 
Chou y col. (2007) desarrollaron una 
técnica de cromatografía líquida de alta 
resolución con detección electroquímica 
(HPLC-EC) para identificar carnes de quince 
especies animales, entre las que se incluía 
el avestruz. Estos autores consiguieron obte-
ner perfiles proteicos especie-específicos 
para todas las especies analizadas indepen-
dientemente de la zona de origen de la 
muestra cárnica (pechuga, muslo, etc.). 
Además, comprobaron que la técnica se 
podía aplicar con éxito para la identificación 
de las especies diana en carnes cocinadas a 
100 ºC durante 5 min y en mezclas cárnicas. 
Hung y col. (2011) diferenciaron 
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carne cruda de avestruz, pollo, cerdo y vaca 
mediante el análisis por HPLC con detección 
electroquímica (HPLC-EC) de aminoácidos y 
dipéptidos de histidina. El análisis de la 
proporción de lisina, anserina, carnosina y 
glutamina presente en las muestras permitió 
la diferenciación entre la carne de avestruz 
(bajo porcentaje de carnosina) y la carne del 
resto de especies analizadas (elevado 
porcentaje de carnosina). Estos autores 
estudiaron también los cambios producidos 
en las proporciones de lisina, anserina, 
carnosina y glutamina tras el almace-
namiento de la carne a temperaturas de 4 o 
25 ºC a lo largo de nueve días. No obstante, 
no se verificó la utilidad de la técnica para el 
análisis de carnes tratadas térmicamente. 
II.4.1.3. Técnicas espectrométricas 
Los métodos espectrométricos son 
procedimientos instrumentales basados en la 
interacción de la radiación electromagnética, 
u otras partículas, con un analito para 
identificarlo o determinar su concentración. 
Estos métodos se pueden dividir en técnicas 
espectroscópicas y técnicas no espectros-
cópicas. Las técnicas espectroscópicas son 
aquellas en las que el analito sufre procesos 
de absorción, luminiscencia o emisión. Los 
métodos espectrométricos se diferencian 
también según la naturaleza de la excitación 
medida, dando lugar a la espectrometría 
electromagnética, de masas, de electrones, 
acústica, dieléctrica y mecánica. Las 
técnicas espectrométricas más utilizadas 
para la identificación de especies animales 
en los alimentos son la espectroscopia 
electromagnética infrarroja y la espectro-
metría de masas.  
La espectroscopia infrarroja  
(espectroscopia IR) utiliza la parte infrarroja 
del espectro electromagnético y se clasifica 
según el tipo de radiación que analiza en: 
espectroscopia de reflectancia del infrarrojo 
cercano (NIR), del infrarrojo medio (MIR) y 
del infrarrojo lejano (FIR). Actualmente, la 
más empleada en el análisis de alimentos es 
la espectroscopia de infrarrojo cercano 
(NIRS, Near Infrared Spectroscopy), que 
obtiene el espectro de reflectancia de una 
muestra en la región de longitudes de onda 
comprendidas entre 780-2500 nm.  
La técnica de NIRS está siendo 
adoptada como método analítico de elección 
en numerosos laboratorios debido a su 
rapidez, precisión y versatilidad, ya que un 
mismo instrumento es válido para el análisis 
de diferentes parámetros en distintos 
productos con una mínima preparación de la 
muestra. Asimismo, la técnica de NIRS 
ofrece la posibilidad de realizar análisis 
cuantitativos y cualitativos para identificar y 
caracterizar diferentes productos sin la 
necesidad de utilizar reactivos químicos. No 
obstante, el empleo de esta técnica requiere 
el manejo de equipos complejos que 
precisan análisis de calibración exhaustivos 
(Luykx y Van Ruth, 2008). Además de otras 
aplicaciones, la tecnología NIRS se emplea 
cada vez más para la identificación de 
especies animales en los alimentos (Ding y 
Xu, 1999; Downey y col., 2000; Núñez y De 
la Haba, 2007) y piensos (Pérez-Marín y col., 
2004; Termes y col., 2004; Yang y col., 
2008). Con relación a la identificación de 
especies de aves de caza y de la avicultura 
alternativa, se han publicado algunos 
trabajos que emplean la técnica de NIRS 
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para evaluar la composición de la carne de 
avestruz (Viljoen y col., 2005) y pintada 
(Tejerina y col., 2009). Sin embargo, hasta el 
momento no existen estudios que empleen 
este método para la diferenciación de estas 
especies. 
La espectrometría de masas  (MS) 
se basa en la posibilidad de separar 
especies moleculares y atómicas según su 
relación masa-carga. Para ello es necesario 
ionizar las moléculas y obtener los iones 
formados en fase gaseosa. Este proceso 
tiene lugar en una fuente de ionización y, 
actualmente, existen diferentes técnicas que 
permiten llevarlo a cabo como el Impacto 
Electrónico (EI), Bombardeo con Átomos 
Rápidos (FAB), Ionización Química a 
Presión Atmosférica (APCI), Desorción/Ioni-
zación por Láser Asistida por Matriz (MALDI) 
o Electrospray (ESI). Los iones generados 
son acelerados hacia un analizador y 
separados en función de su relación masa-
carga mediante la aplicación de campos 
eléctricos, magnéticos o simplemente deter-
minando el tiempo de llegada a un detector. 
Los iones que llegan al detector producen 
una señal eléctrica que es procesada, 
ampliada y enviada a un ordenador. El 
patrón de fragmentación resultante, así 
como los iones residuales, constituyen el 
espectro de masas. En principio, el espectro 
de masas de cada compuesto es único y 
puede ser utilizado para caracterizar el 
analito.  
La espectrometría de masas ofrece 
numerosas ventajas frente a las técnicas 
espectroscópicas ya que se puede obtener 
mucha información con una cantidad muy 
pequeña de muestra, no implica absorción o 
emisión de luz, presenta una mayor  
sensibilidad y los espectros obtenidos son 
más sencillos, generalmente únicos y 
fácilmente interpretables. En cambio, 
también tiene una serie de inconvenientes 
como el elevado coste del instrumental 
utilizado.  
Espinoza y col. (1999) llevaron a 
cabo la identificación de sesenta y dos 
especies animales, incluyendo aves como el 
faisán, mamíferos y reptiles, mediante el 
análisis por espectrometría de masas con 
ionización por electrospray (ESI-MS) de la 
hemoglobina sanguínea. Los espectros de 
masas generados permitieron diferenciar las 
especies analizadas debido a que los pesos 
moleculares de las cadenas alfa y beta de la 
hemoglobina eran característicos para cada 
especie.  
Buckley y col. (2008) desarrollaron 
una técnica de espectrometría de masas 
para detectar e identificar la presencia de 
restos óseos de faisán, pollo, pavo, pato y 
varias especies de mamíferos, en harinas de 
carne y huesos. La técnica se basaba en la 
digestión de la cadena alfa dos del colágeno 
tipo I del hueso con una colagenasa 
bacteriana (Clostridium histolyticum). El 
análisis posterior de la cadena alfa dos 
mediante espectrometría de masas con láser 
de desorción/ionización asistida por matriz 
(MALDI-MS) permitió diferenciar la especie 
de origen de las muestras óseas analizadas. 
II.4.1.4. Técnicas inmunológicas 
Las técnicas inmunológicas son 
procedimientos analíticos basados en la 
reacción específica entre un antígeno y su 
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correspondiente anticuerpo. La aplicación 
cada vez más generalizada de estas 
técnicas para la detección en los alimentos 
de constituyentes naturales, plaguicidas, 
microorganismos, toxinas, etc., se debe a las 
grandes ventajas que presentan frente a los 
métodos convencionales. En este sentido, la 
aplicación de las técnicas inmunológicas a la 
identificación de especies presenta impor-
tantes ventajas con respecto a las 
electroforéticas y de HPLC: reducción del 
tiempo y coste del análisis, disminución de la 
cantidad de muestra necesaria, utilización de 
instrumental poco complejo y posibilidad de 
semi-automatización y aplicación en pruebas 
de campo y kits miniaturizados. Además, su 
adecuada sensibilidad y especificidad las 
hacen especialmente útiles para el análisis 
rutinario de los alimentos. En lo que se 
refiere a la identificación de especies 
animales, las técnicas inmunológicas han 
sido ampliamente utilizadas en el análisis de 
productos cárnicos (Macedo-Silva y col., 
2000; Rencova y col., 2000; Kotoura y col., 
2009), lácteos (Moatsou y Anifantakis, 2003; 
Hurley y col., 2004; Song y col., 2011) y 
pesqueros  (Asensio y col., 2008a; Faeste y 
Plassen, 2008; Hsieh y col., 2009).  
Las técnicas de ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) constituyen 
en la actualidad los métodos inmunológicos 
más utilizados en el análisis de alimentos. 
Se caracterizan por el empleo de marca-
dores enzimáticos para la detección y 
amplificación de las reacciones antígeno-
anticuerpo. En estas técnicas, uno de los 
elementos de la reacción (antígeno o 
anticuerpo) se fija a un soporte sólido, 
generalmente placas de poliestireno, 
polivinilo, polipropileno o nylon, que permiten 
su adsorción pasiva y la eliminación de los 
compuestos libres mediante lavado. Una vez 
inmovilizados los antígenos o los anti-
cuerpos, la interacción antígeno-anticuerpo 
se detecta mediante la reacción colorimétrica 
producida por la acción de una enzima 
(conjugada al antígeno o al anticuerpo) al 
degradar el sustrato correspondiente. La 
medida de la absorbancia en los pocillos de 
la placa de ELISA permite cuantificar la 
reacción inmunológica. 
Las técnicas inmunoenzimáticas se 
han desarrollado en diversos formatos 
atendiendo al componente de la reacción 
que se fija en primer lugar, la fase sólida 
utilizada y si se emplean o no concentra-
ciones limitantes de antígeno y anticuerpo. 
En la identificación de especies, los más 
utilizados son el ELISA indirecto, ELISA 
competitivo y ELISA sandwich (Asensio y 
col., 2008b). 
Billett y col. (1996) utilizaron el 
formato de ELISA indirecto para la identi-
ficación de carne de diferentes especies de 
aves (faisán, pollo, pato y pavo), empleando 
para ello el anticuerpo monoclonal 4B4/B2 
producido frente a la proteína desmina del 
músculo de pollo, separada previamente por 
SDS-PAGE. Este anticuerpo reconocía las 
muestras de carne de faisán, pollo, pavo y 
pato, pero no reaccionaba frente a la carne 
de vaca, cerdo y oveja, permitiendo su 
diferenciación. Además, permitía reconocer 
productos de la degradación de la desmina 
comprendidos entre 30 y 40 kDa, demos-
trando su utilidad  para el análisis no sólo de 
muestras cárnicas crudas, sino también de 
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carnes tratadas térmicamente. El límite de 
detección alcanzado fue de un 10 % de 
carne de aves en mezclas cárnicas.  
Chen y col. (2002) desarrollaron una 
técnica de ELISA indirecto empleando tres 
anticuerpos monoclonales obtenidos frente a 
la proteína termoestable troponina I, para la 
detección de la presencia de tejido muscular 
de avestruz, pollo, pavo, vaca, cerdo, oveja, 
ciervo y caballo (anticuerpo MAb 7F7) y la 
diferenciación de tejido muscular de mamí-
feros (anticuerpo MAb 7A12) y de rumiantes 
(anticuerpo MAb 7A8) en piensos. La 
aplicabilidad de la técnica se comprobó 
mediante el análisis de piensos que 
contenían entre un 1-50 % de harinas de 
carne tratadas a 132 ºC y 2 bar de presión 
durante 2 h. El límite de detección obtenido 
fue del 1 % para las harinas de carne y entre 
el 0,3-2 % para las harinas de mamíferos y 
rumiantes. 
II.4.2. TÉCNICAS GENÉTICAS 
Las técnicas genéticas se basan en 
el reconocimiento específico de fragmentos 
de ácidos nucleicos presentes en los seres 
vivos. A pesar de resultar más costosas y 
exigir un mayor soporte técnico que las 
basadas en el análisis de proteínas, las 
técnicas genéticas presentan, entre otras, 
las siguientes ventajas: el mayor grado de 
variabilidad genética examinado, la pequeña 
cantidad de muestra requerida para el 
análisis y la posibilidad de analizar muestras 
sometidas a tratamientos térmicos intensos, 
debido a la elevada estabilidad del ADN en 
dichos procesos (Colgan y col., 2001; 
Dalmasso y col., 2004).  
Dentro de las técnicas genéticas, las 
basadas en la reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR) son, sin duda, las más 
aplicadas al análisis de los alimentos. La 
técnica de PCR ha constituido una 
alternativa muy importante a los antiguos 
procedimientos moleculares de identificación 
de especies, como los métodos basados en 
hibridaciones de ADN mediante Southern 
Blot o Dot Blot (Chikuni y col., 1990; Ebbehøj 
y Thomsen, 1991; Hunt y col., 1997; Buntjer 
y col., 1999).  
Los métodos basados en PCR 
empleados con mayor frecuencia para la 
identificación de especies en los alimentos 
incluyen la secuenciación (PCR-secuen-
ciación), el análisis del polimorfismo del ADN 
amplificado con cebadores arbitrarios 
(RAPD), el análisis del polimorfismo en la 
longitud de fragmentos de restricción de 
regiones amplificadas por PCR (PCR-RFLP) 
o la amplificación de fragmentos de genes 
mediante el empleo de cebadores especie-
específicos. Sin embargo, hay que señalar 
que la aplicación de estas técnicas para la 
identificación de carnes procedentes de 
especies de aves de caza y de la avicultura 
alternativa es inferior al de otras carnes de 
consumo habitual (Colombo y col., 2000; 
Brodmann y col., 2001; Maede, 2006). 
A continuación se detallan las 
principales técnicas genéticas aplicadas a la 
identificación del origen animal de los 
alimentos. 
II.4.2.1. Secuenciación de los fragmentos 
de ADN a mplificados por PCR (PCR-
secuenciación) 
 Este método de identificación de 
especies consiste en la amplificación de un 
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determinado fragmento de un gen por PCR y 
su posterior secuenciación. Mediante el 
análisis de las secuencias obtenidas se 
pueden identificar diferencias interespe-
cíficas que permiten diferenciar las especies 
estudiadas. 
Actualmente, los métodos de secuen-
ciación más utilizados son la secuenciación 
manual por el método enzimático de 
terminación de cadena de Sanger y la 
secuenciación automática. El método de 
Sanger se basa en la utilización de isótopos 
radioactivos y autorradiografías de gel para 
la secuenciación del ADN, mientras que la 
secuenciación automática se realiza 
mediante el empleo de compuestos fluores-
centes. La secuenciación por fluorescencia 
permite automatizar el proceso y aumentar el 
número de nucleótidos que se pueden 
determinar en cada secuenciación. Reciente-
mente han surgido diversas técnicas 
alternativas de secuenciación de ADN como 
la pirosecuenciación, la secuenciación por 
nanoporos o la secuenciación por hibridación 
(SBH) (Shendure y col., 2008; Voelkerding y 
col., 2009). No obstante, a pesar de los 
últimos avances producidos en los equipos y 
metodologías, la secuenciación de 
fragmentos de ADN amplificados por PCR 
sigue siendo una herramienta analítica 
relativamente costosa como técnica de 
análisis rutinaria. 
 Chikuni y col. (1994) utilizaron la 
técnica de PCR-secuenciación para 
identificar codorniz, zorzal, gorrión y pollo, 
además de varias especies de mamíferos, 
en muestras de carne cruda. Para ello, 
amplificaron un fragmento de 646 pb del gen 
mitocondrial citocromo b.  
Parson y col. (2000) identificaron con 
éxito un total de veintidós especies de aves, 
incluyendo el avestruz, urogallo y becada, 
además de varias especies de mamíferos, 
reptiles, anfibios y peces. Para ello ampli-
ficaron y secuenciaron un fragmento de     
358 pb en el gen mitocondrial citocromo b, a 
partir de muestras de sangre, tejidos 
blandos, testículos, ovarios, hueso, cartílago, 
pelo y plumas de las especies objeto de 
estudio. La comparación mediante el 
programa BLAST de las secuencias 
obtenidas con otras disponibles en la base 
de datos, permitió identificar la especie de 
origen en todas las muestras analizadas.  
García y Arruga (2006a) secuen-
ciaron fragmentos de 201, 314 y 336 pb en 
los genes de la hormona del crecimiento, 
37LRP/p40 y MC1R, respectivamente, para 
llevar a cabo la diferenciación de pollo, 
perdiz chukar y perdiz roja. La comparación 
de las secuencias obtenidas permitió 
identificar numerosos polimorfismos de un 
solo nucleótido (SNP, Single Nucleotide 
Polymorphism) entre el pollo y las dos 
especies de perdiz. Asimismo, estos autores 
identificaron un SNP localizado en el gen de 
la hormona del crecimiento de perdiz roja y 
perdiz chukar que permitía diferenciar ambas 
especies. 
Barilani y col. (2007) aplicaron la 
técnica de PCR-secuenciación para detectar 
hibridaciones entre individuos de perdiz roja, 
perdiz chukar y perdiz griega. El marcador 
elegido fue un fragmento de 431 pb del gen 
mitocondrial D-loop. 
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Kitano y col. (2007) llevaron a cabo la 
identificación de dieciséis especies de verte-
brados, incluyendo aves como el avestruz, 
mamíferos, reptiles, anfibios y peces, a partir 
de muestras de sangre, carne cruda y pelo. 
Para ello emplearon dos parejas de 
cebadores conservados que amplificaban 
fragmentos de 215 y 244 pb en los genes 
mitocondriales 12S y 16S ARNr, respecti-
vamente. 
Tejedor y col. (2007) secuenciaron 
un fragmento de 580 pb del gen citocromo b 
para detectar ADN mitocondrial de perdiz 
chukar en muestras de sangre procedentes 
de una población de perdiz roja de la isla de 
Mallorca. La secuenciación de este 
fragmento permitió detectar la presencia de 
ADN mitocondrial de perdiz chukar en 
dieciséis de los noventa y tres ejemplares de 
perdiz roja analizados.  
Lee y col. (2008) emplearon el 
método de PCR-secuenciación para 
identificar el origen animal de muestras de 
saliva y diversos tejidos procedentes de un 
total de cuarenta especies de aves, 
incluyendo especies como la paloma bravía 
y faisán. Para ello utilizaron seis parejas de 
cebadores que amplificaban fragmentos del 
gen citocromo b comprendidos entre 1527 y 
220 pb.  
Martínez-Fresno y col. (2008) 
consiguieron detectar la presencia de ADN 
de perdiz chukar en ejemplares de perdiz 
roja mediante la secuenciación de un 
fragmento de 234 pb del gen mitocondrial   
D-loop. El análisis de las secuencias 
obtenidas a partir del ADN extraído de 
plumas de ciento treinta y cinco perdices 
rojas, demostró la presencia de ADN 
mitocondrial de perdiz chukar en catorce de 
las muestras analizadas.  
Girish y col. (2009) amplificaron y 
secuenciaron un fragmento de 456 pb del 
gen mitocondrial 12S ARNr para la 
diferenciación de carne de pintada y 
codorniz, de la procedente de otras especies 
de aves de consumo habitual como el pollo, 
pavo y pato. La técnica permitió identificar 
las cinco especies analizadas tanto en 
muestras de carne cruda como en productos 
cárnicos tratados térmicamente preparados 
de forma experimental. Estos productos 
incluían empanadas de carne cocinadas a 
72 ºC durante 30 min, carne cocinada al 
vapor a 90 ºC durante 30 min, carne 
autoclavada a 120 ºC durante 30 min y 
croquetas fritas en aceite. No obstante, las 
bandas de amplificación obtenidas a partir 
de las muestras autoclavadas presentaron 
una baja intensidad en comparación con las 
bandas obtenidas en el resto de productos. 
Lago y col. (2011) desarrollaron una 
técnica de PCR-FINS (Forensically 
Informative Nucleotide Sequencing) para la 
identificación de carne y productos cárnicos 
comerciales crudos y tratados térmicamente 
(estofados, ahumados, croquetas, salchi-
chas, hamburguesas, escabeches, etc.) 
procedentes de cuarenta y dos especies de 
vertebrados, incluyendo la perdiz roja, perdiz 
chukar, perdiz pardilla, codorniz y avestruz. 
La técnica de PCR-FINS se basa en la 
elaboración de árboles filogenéticos, que 
permiten comparar la secuencia de la 
especie problema con la de otras especies 
previamente secuenciadas e introducidas en 
         II. INTRODUCCIÓN  
 
65 
las bases de datos. La amplificación de un 
fragmento de 555 pb del gen citocromo b y el 
empleo posterior de la técnica FINS permitió 
llevar a cabo la identificación de las especies 
diana en todas las muestras analizadas así 
como establecer relaciones filogenéticas 
entre las especies.  
Recientemente, una nueva técnica 
de secuenciación denominada DNA 
barcoding o “código de barras del ADN”, está 
suscitando un enorme interés en el campo 
de la identificación de especies y del control 
de autenticidad de los alimentos. Esta nueva 
tecnología se basa en la amplificación por 
PCR y secuenciación de un fragmento de 
aproximadamente 650 pb del gen mito-
condrial que codifica la subunidad 1 de la 
enzima citocromo c oxidasa (COI), con el 
objetivo de generar secuencias de ADN 
diagnósticas o de referencia que actúen 
como etiquetas de identificación molecular 
de las especies objeto de análisis. Así, 
mediante el estudio y comparación de cada 
secuencia de ADN diagnóstica con muestras 
de referencia, es posible la categorización de 
las secuencias y la consiguiente identifi-
cación del origen de las muestras 
analizadas. Este sistema aporta grandes 
ventajas en comparación con los estándares 
taxonómicos empleados por bases de datos 
como Genbank/EMBL (European Molecular 
Biology Laboratory), dado que una gran 
parte de las secuencias acumuladas en 
dicha base, no cuenta con ejemplares de 
referencia de las especies estudiadas. 
Además, otra característica innovadora de la 
iniciativa DNA barcoding es que se utiliza la 
información de una misma región génica, en 
todos los taxones y con condiciones de 
secuenciación universalmente aceptadas y 
estandarizadas, destacando la necesidad de 
relacionar esta información con muestras de 
referencia depositadas en museos. De este 
modo, se pretende que el código de barras 
tenga una aplicación a gran escala. El 
número de nuevas especies identificadas 
está creciendo exponencialmente y se 
espera que durante los próximos años se 
complete la biblioteca de códigos de barras 
genéticos de todas las especies conocidas. 
Por todo ello, la tecnología del código de 
barras genético constituye una herramienta 
con un futuro prometedor en diversos 
campos científicos, incluida la trazabilidad de 
alimentos. No obstante, cabe resaltar que la 
mayoría de los estudios sobre la aplicación 
de la técnica de DNA barcoding al control de 
autenticidad de alimentos se centran 
fundamentalmente en productos derivados 
de la pesca (Ward y col., 2005; Smith y col., 
2008; Wong y Hanner, 2008; Holmes y col., 
2009; Botti y Giuffra, 2010; Zhang, 2011), 
siendo aún incipientes las investigaciones 
dirigidas a especies de aves de caza y de la 
avicultura alternativa, así como a otras 
especies de animales de abasto (Eaton y 
col., 2009; Dalton y Kotze, 2011). Asimismo, 
es importante señalar que esta técnica no 
resultaría adecuada para el análisis de 
alimentos sometidos a tratamientos térmicos 
intensos, ya que el tratamiento térmico 
degrada el ADN impidiendo la amplificación 
por PCR de fragmentos de elevado tamaño, 
como es el caso del fragmento de 650 pb del 
gen citocromo oxidasa (COI). 
II.4.2.2. Análisis del polimorfismo del ADN 
amplificado con cebadores arb itrarios 
(RAPD) 
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 La técnica de RAPD (Random 
Amplified Polymorphic DNA) se basa en la 
amplificación simultánea de múltiples 
fragmentos de ADN mediante PCR, 
utilizando para ello cebadores de cadena 
corta cuya secuencia se escoge al azar. 
Estos cebadores hibridan de manera 
inespecífica y aleatoria a diferentes lugares 
del genoma, lo que permite la amplificación 
de fragmentos polimórficos de ADN. El 
número y tamaño de los fragmentos 
amplificados a partir de un determinado ADN 
se mantiene constante siempre que se utilice 
el mismo cebador y se haga el análisis en 
las mismas condiciones. De este modo, los 
perfiles obtenidos mediante RAPD pueden 
permitir la diferenciación de los ADNs a nivel 
de especie o incluso a nivel de individuo.  
La principal ventaja de esta técnica 
es que no es necesario conocer previamente 
las secuencias de ADN que se pretenden 
amplificar. Asimismo, permite examinar un 
gran número de polimorfismos en el ADN lo 
cual resulta de gran utilidad para llevar a 
cabo la identificación de especies íntima-
mente relacionadas y especies que 
presentan un bajo nivel de variabilidad 
genética. El mayor inconveniente de la 
técnica de RAPD reside en la dificultad de 
obtener resultados reproducibles, por lo que 
la amplificación ha de desarrollarse bajo 
condiciones estrictamente controladas y 
estandarizadas. Además, es especialmente 
importante que el ADN de partida no esté 
muy degradado, ya que de lo contrario los 
resultados no serán reproducibles. Este 
hecho dificulta la aplicación de la técnica a la 
identificación de especies en muestras 
sometidas a tratamientos térmicos ya que, 
en la mayoría de ellas, el ADN se encuentra 
degradado (Unseld y col., 1995; Martínez e 
Yman, 1998). Otra limitación de la técnica de 
RAPD es que no permite identificar el ADN 
de un determinado organismo en mezclas 
complejas de ADN, lo que limita su 
aplicación al análisis de alimentos que 
contienen más de una especie (Martínez y 
Daníelsdóttir, 2000). 
La técnica de RAPD, al igual que 
otras técnicas genéticas, se ha aplicado con 
éxito para la identificación de especies en 
productos vegetales (Weder, 2002; Konisho 
y col., 2005; Koveza y col., 2005), cárnicos 
(Koh y col., 1998; Martínez e Yman, 1998; 
Sáez y col., 2004; Arslan y col., 2005; Mane 
y col., 2008) y pesqueros (Ali y col., 2004; 
Ramella y col., 2005; Mohindra y col., 2007).  
Chai y col. (1997) abordaron la 
diferenciación de carnes crudas de faisán, 
perdiz pardilla, codorniz, paloma, pintada, 
avestruz, emú, pollo y pato mediante PCR-
RAPD. Para ello utilizaron veintinueve 
cebadores de diez nucleótidos de longitud, 
con porcentajes de guanina y citosina 
comprendidos entre el 50 y 80 %. El empleo 
de los cebadores permitió obtener perfiles de 
bandas específicos en todas las especies 
analizadas, a excepción de la paloma en la 
que no se obtuvieron bandas de amplifi-
cación con ninguno de los cebadores 
empleados.  
Martínez e Yman (1998) realizaron 
un amplio estudio de identificación mediante 
RAPD que incluía doce especies animales 
de interés comercial (avestruz, vaca, oveja, 
cabra, cerdo, alce, canguro, etc.). Estos 
autores obtuvieron perfiles específicos para 
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cada una de las especies, tanto en muestras 
de carne cruda, como en muestras 
congeladas y diversas conservas enlatadas 
y embutidos curados.  
Negro y col. (2001) utilizaron la 
técnica de PCR-RAPD para identificar y 
diferenciar perdiz roja, perdiz griega e 
híbridos resultantes de cruces experi-
mentales entre ambas especies, a partir de 
muestras de sangre. El análisis de los 
perfiles de bandas obtenidos tras la 
amplificación de las muestras con seis 
cebadores arbitrarios permitió identificar 
diversas bandas especie-específicas de 
perdiz roja y perdiz griega. Los individuos 
híbridos presentaron bandas características 
de las dos especies. 
Huang y col. (2003) llevaron a cabo 
la identificación y diferenciación de codorniz, 
faisán, paloma, avestruz, emú y otras 
especies de aves domésticas en carne cruda 
mediante la utilización de una técnica de 
PCR-RAPD. En este estudio, se comprobó la 
aplicabilidad de la técnica para la detección 
de las especies diana en mezclas cárnicas 
mediante el análisis de mezclas binarias 
crudas que contenían diversos porcentajes 
de carne de avestruz en carne de vaca. El 
empleo de la técnica de RAPD desarrollada 
permitió detectar la presencia de avestruz en 
todas las mezclas analizadas. No obstante, 
no se analizaron mezclas cárnicas del resto 
de especies ni muestras tratadas térmi-
camente. 
Barbanera y col. (2005) consiguieron 
diferenciar ejemplares de perdiz roja, perdiz 
chukar y sus híbridos, mediante el empleo 
de cuatro cebadores arbitrarios. Los perfiles 
obtenidos con cada cebador mostraron una 
banda especie-específica de perdiz roja y 
otra de perdiz chukar, mientras que los 
individuos híbridos presentaban ambas 
bandas. Posteriormente, estos autores 
utilizaron la misma técnica para la detección 
de híbridos de perdiz roja y perdiz chukar en 
diversas poblaciones de perdiz roja y perdiz 
chukar de Europa, Asia y Estados Unidos 
(Barbanera y col., 2007, 2009, 2010).  
García y Arruga (2006b) emplearon 
cuatro cebadores arbitrarios para detectar la 
presencia de individuos híbridos resultantes 
de cruces entre perdiz roja y perdiz chukar, 
en poblaciones de perdiz roja salvajes y de 
granja. 
Ilhak y Arslan (2007a) identificaron 
mediante esta técnica carnes crudas de 
codorniz, perdiz, avestruz, gaviota, cuervo, 
pollo, pavo, pato y oca. Para ello emplearon 
doce cebadores de diez nucleótidos de 
longitud.  
Barbanera y col. (2011) utilizaron dos 
cebadores arbitrarios en una técnica de 
PCR-RAPD para la detección de híbridos 
resultantes de cruces experimentales entre 
perdiz roja y perdiz moruna.  
II.4.2.3. Estudio de secuencias rep etitivas 
del ADN nuclear 
Las secuencias repetitivas del ADN 
nuclear se clasifican atendiendo a su tamaño 
en satélites, minisatélites y microsatélites. 
Los más empleados en la actualidad son los 
marcadores microsatélites que consisten en 
segmentos cortos de ADN de 1 a 6 pb que 
se repiten en tándem y de forma aleatoria en 
el genoma de los seres vivos. Estos 
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marcadores son muy informativos, ya que 
suelen ser muy polimórficos, generalmente 
se encuentran en zonas no codificantes del 
ADN, son codominantes, poseen una alta 
tasa de mutación y son fácilmente 
amplificables mediante PCR. Debido a estas 
características, estas regiones constituyen 
interesantes marcadores para la identi-
ficación de especies (Goldstein y Schlötterer, 
1999; Zane y col., 2002). 
En el campo de la identificación de 
especies de aves de caza y de la avicultura 
alternativa, el estudio de las secuencias 
repetitivas del ADN cromosómico se ha 
dirigido, sobre todo, al análisis filogenético y 
de la variabilidad genética existente entre 
poblaciones, publicándose diversos estudios 
en especies como la codorniz (Kayang y col., 
2002; Barilani y col., 2005), perdiz (Baratti y 
col., 2005; Tejedor y col., 2005; Arruga y 
col., 2007b; Barilani y col., 2007; Scandura y 
col., 2010), faisán (Baratti y col., 2001), 
pintada (Kayang y col., 2010), paloma 
(Traxler y col., 2000; Ramadan y col., 2011) 
y avestruz (Tang y col., 2003; Kawka y col., 
2007; Huang y col., 2008). No obstante, 
hasta el momento no existen estudios que 
empleen esta técnica para la diferenciación 
de estas especies en carnes y productos 
cárnicos. 
II.4.2.4. Análisis del p olimorfismo en la  
longitud de los fragmentos de restricción 
de regiones amplificadas por PCR (PCR-
RFLP) 
La técnica de PCR-RFLP se basa en 
la amplificación de fragmentos de ADN 
específicos mediante PCR y su posterior 
tratamiento con enzimas de restricción, que 
los cortan en fragmentos más pequeños. Las 
diferencias existentes en la secuencia 
nucleotídica entre las distintas especies 
estudiadas, darán lugar a fragmentos de 
diferentes tamaños que se examinan 
mediante electroforesis (Fajardo y col., 2006, 
2007a). 
La técnica de PCR-RFLP ha sido 
ampliamente utilizada para la identificación 
de especies en carne y productos cárnicos, 
siendo una de las metodologías más 
empleadas para llevar a cabo la identi-
ficación de aves de caza y de la avicultura 
alternativa.  
Abdulmawjood y Büelte (2002) 
desarrollaron una técnica de PCR-RFLP 
para la diferenciación de avestruz de otras 
especies como pollo, pavo, pato, cerdo, 
vaca, oveja y cabra, mediante la 
amplificación de un fragmento conservado 
de 359 pb del gen mitocondrial citocromo b, 
seguida de la restricción con las endo-
nucleasas HaeIII, HinfI, RsaI y Tru91. Para 
ello analizaron muestras de carne cruda de 
las especies diana así como diversos 
preparados experimentales elaborados con 
carne de avestruz tratada a 100 °C durante 
10, 30 o 60 min.   
Maede (2006) empleó cebadores 
específicos de aves (avestruz, pollo, pavo, 
pato y oca), cérvidos, bovinos, porcinos y 
equinos, y ocho enzimas de restricción 
distintas para la autentificación de carne y 
productos cárnicos mediante PCR-RFLP. 
Además, este autor verificó los resultados 
obtenidos mediante una técnica de PCR-
secuenciación. Los cebadores específicos 
de aves permitieron la amplificación de un 
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fragmento de 359 pb del gen citocromo b. La 
posterior digestión de este fragmento con las 
enzimas seleccionadas permitió diferenciar 
la carne procedente de aves de la carne del 
resto de especies animales. No obstante, 
esta técnica no permitía la diferenciación 
entre las distintas especies de aves 
analizadas.  
Arruga y col. (2007a) aplicaron una 
técnica de PCR-RFLP basada en la 
digestión de un fragmento de 441 pb del gen 
nuclear de la rodopsina para diferenciar 
perdiz roja, perdiz chukar y sus híbridos. La 
digestión del fragmento diana con la enzima 
ApaI generó dos bandas de 354 y 87 pb en 
perdiz chukar y perdices híbridas, mientras 
que en perdices rojas puras no se produjo 
digestión del fragmento amplificado debido a 
la ausencia de dianas de restricción para la 
enzima seleccionada.  
Girish y col. (2007) diferenciaron 
codorniz, pintada, pollo, pavo y pato 
mediante la digestión enzimática con HinfI, 
Mph1103I, MvaI y Eco47I de un fragmento 
conservado de 456 pb amplificado en el gen 
mitocondrial 12S ARNr. La técnica se aplicó 
con éxito en muestras de sangre y carne 
cruda así como en diversos productos 
cárnicos tratados térmicamente preparados 
de forma experimental. Estos productos 
incluían empanadas de carne fritas (72 ºC 
durante 30 min), carne cocinada al vapor  
(90 ºC durante 30 min), croquetas cocinadas 
(180 ºC durante 5 min) y carne autoclavada 
(120 ºC durante 30 min). A pesar de obtener 
resultados satisfactorios en todas las 
muestras tratadas analizadas, las bandas de 
amplificación obtenidas a partir de las 
muestras autoclavadas presentaron una baja 
intensidad.  
Saini y col. (2007) también aplicaron 
con éxito una técnica de PCR-RFLP basada  
en la digestión de un fragmento de 446 pb 
de gen 12S ARNr con las enzimas AluI y 
Sau3AI, para identificar codorniz, pavo real, 
pollo, pavo y pato. No obstante, estos 
autores sólo emplearon la técnica para el 
análisis de muestras de sangre, no 
demostrándose su aplicabilidad para la 
identificación de las especies diana en carne 
cruda y tratada térmicamente. 
Murugaiah y col. (2009) utilizaron un 
fragmento de 359 pb del gen mitocondrial 
citocromo b y las enzimas de restricción AluI, 
BsaJI, RsaI, MseI y BstUI, para la 
diferenciación de carne cruda de codorniz, 
pollo, vaca, cerdo, cabra, conejo y búfalo. La 
técnica permitió también la identificación de 
distintos porcentajes de vaca, cerdo y pollo 
(1, 3, 5 y 10 %) en mezclas cárnicas crudas 
experimentales constituidas por vaca y cerdo, 
o pollo y cerdo. No obstante, no se 
comprobó la aplicabilidad de la técnica para 
la identificación del resto de especies diana 
en mezclas cárnicas, ni para el análisis de 
carnes tratadas térmicamente. 
Stamoulis y col. (2010) llevaron a 
cabo la identificación y diferenciación de 
codorniz, faisán, perdiz griega, becada, 
zorzal común, avestruz, pollo, pavo, pato, 
oca, cerdo, vaca y oveja, mediante la 
digestión de fragmentos de 380 y 480 pb de 
los genes mitocondriales citocromo b y 12S 
ARNr, respectivamente, con las enzimas 
AciI, AluI, AvaII, DdeI, HaeIII, HinfI, HhaI, 
MboI, MseI y TaqI. La digestión del 
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fragmento de 480 pb del gen 12S ARNr con 
la enzima AciI permitió diferenciar todas las 
especies analizadas. Por el contrario, en el 
caso del ensayo basado en el gen citocromo 
b, se necesitó emplear una combinación de 
todas las enzimas seleccionadas para poder 
diferenciar todas las especies analizadas. La 
técnica se aplicó con éxito tanto en carne 
cruda como productos cárnicos curados y 
cocinados. No obstante, no resultó adecuada 
para el análisis de productos cárnicos 
sometidos a tratamientos térmicos intensos 
debido a la ausencia de amplificación de los 
fragmentos de 380 y 480 pb. En este trabajo 
también se comprobó la aplicabilidad de la 
técnica para el análisis de mezclas cárnicas. 
Para ello se analizaron varias salchichas que 
indicaban la presencia de carne de avestruz 
en el etiquetado. Los resultados obtenidos 
tras la amplificación del fragmento de 480 pb 
del gen 12S ARNr y su posterior digestión 
con la enzima de restricción AciI, 
demostraron que las salchichas de avestruz 
contenían una mezcla de carne de avestruz 
y carne de cerdo. No obstante, no se 
analizaron mezclas cárnicas del resto de 
especies animales objeto de estudio. 
A diferencia de otras metodologías 
como la secuenciación de fragmentos 
amplificados por PCR (PCR-secuenciación), 
la técnica de PCR-RFLP es sencilla, rápida y 
no requiere el uso de instrumental complejo 
(Pascoal y col., 2004). Sin embargo, 
presenta limitaciones a la hora de analizar 
alimentos sometidos a tratamientos térmicos 
intensos u otros métodos de procesado 
donde el ADN se encuentre muy degradado. 
Asimismo, esta técnica no resulta apropiada 
para el análisis de productos cárnicos que 
contienen dos o más especies en su 
composición debido a que los perfiles de 
restricción resultantes consistirían en una 
mezcla de patrones de bandas caracte-
rísticos de cada una de las especies 
presentes en el producto, dificultando la 
interpretación de los resultados. 
II.4.2.5. PCR con cebadores específicos 
Una de las estrategias más 
comúnmente utilizadas en las técnicas de 
PCR aplicadas a la identificación de 
especies, consiste en el diseño de 
cebadores específicos para la amplificación 
selectiva de fragmentos de ADN a partir de 
diferentes organismos. Así, la técnica de 
PCR con cebadores específicos se ha 
utilizado para la identificación de un elevado 
número de especies en productos como la 
leche y productos lácteos (De la Fuente y 
Juárez, 2005; López-Calleja y col., 2005a, b; 
Mayer, 2005; De y col., 2011), pescado 
(Lockley y Bardsley, 2000; Sezaki y col., 
2005; Hubalkova y col., 2008) y carne y 
productos cárnicos (Lockley y Bardsley, 
2002; Rodríguez y col., 2004; Di Pinto y col., 
2005; Salem y col., 2009; Soares y col., 
2010; Zha y col., 2010). No obstante, la 
aplicación de esta técnica para la 
identificación de especies de aves de caza y 
de la avicultura alternativa está menos 
generalizada. 
Colombo y col. (2000) diseñaron una 
pareja de cebadores en el gen mitocondrial 
citocromo b para la diferenciación de carne 
de avestruz y emú. Los cebadores dise-
ñados amplificaron un fragmento de 534 pb 
en avestruz, mientras que el amplicón 
generado con los mismos cebadores en las 
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muestras de emú fue de 229 pb. No 
obstante, la técnica sólo se empleó para el 
análisis de muestras de carne cruda, no 
comprobándose su utilidad para el análisis 
de muestras tratadas térmicamente. 
Además, tampoco se determinó el límite de 
detección de los cebadores diseñados.  
Stirtzel y col. (2007) desarrollaron 
una técnica de PCR empleando el gen 
mitocondrial citocromo b para la identi-
ficación de codorniz, faisán, pintada, pollo, 
pavo, pato y oca mediante la amplificación 
de fragmentos específicos de especie. La 
especificidad de los cebadores se comprobó 
frente a especies como el avestruz, oveja, 
cabra, caballo y canguro. Los cebadores 
permitieron la amplificación del fragmento 
específico tanto en muestras de carne cruda, 
como en diversos productos comerciales 
tratados térmicamente (patés, salchichas, 
etc.) que contenían carne de las especies 
diana. No obstante, al igual que en el trabajo 
anterior (Colombo y col., 2000), no se evaluó 
el límite de detección de la técnica. 
Haunshi y col. (2009) utilizaron 
también el gen citocromo b en una técnica 
de PCR para la detección específica de 
paloma, pollo, pato y cerdo, mediante la 
amplificación específica de fragmentos de 
401, 256, 292 y 835 pb, respectivamente. 
Además, estos autores verificaron los 
resultados obtenidos mediante la secuen-
ciación de los fragmentos amplificados. Los 
cebadores específicos permitieron detectar 
la especies diana en muestras de sangre y 
carne cruda así como en carne cocinada   
(80 ºC durante 30 min) y autoclavada      
(121 ºC durante 20 min), a excepción de las 
muestras de carne de cerdo autoclavadas en 
las que no se obtuvo amplificación debido al 
elevado tamaño del fragmento diana       
(835 pb). El límite de detección de los 
ensayos no fue determinado. 
Nau y col. (2009) emplearon con 
éxito la técnica de PCR para diferenciar 
huevos procedentes de pintada, pollo, pavo 
y oca. Para ello diseñaron cebadores 
específicos que amplificaban fragmentos de 
641, 491, 185 y 104 pb del gen citocromo b a 
partir del ADN de pintada, pollo, pavo y oca, 
respectivamente. La sensibilidad de los 
cebadores se evaluó mediante el análisis de 
mezclas de huevo líquido y deshidratado de 
las especies diana, obteniéndose un límite 
de detección del 0,1 % en todos los casos. 
En comparación con otras técnicas 
genéticas alternativas como el método de 
PCR-secuenciación o los ensayos de PCR-
RFLP, la técnica de PCR con cebadores 
especie-específicos ofrece las ventajas de 
ser más rápida y útil para el análisis de un 
elevado número de muestras. Asimismo, 
permite llevar a cabo la identificación de 
especies en muestras cárnicas sometidas a 
tratamientos térmicos, así como en muestras 
con varias especies en su composición. Su 
principal inconveniente radica en la 
necesidad de conocer previamente las 
secuencias de las especies que se 
pretenden diferenciar, a fin de poder diseñar 
oligonucleótidos específicos para cada una 
de ellas (Pascoal y col., 2005; Fajardo y col., 
2007b).  
II.4.2.6. PCR en tiempo real 
En la actualidad, los ensayos de PCR 
que se desarrollan en varios pasos, desde la 
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amplificación del material genético al análisis 
de los productos resultantes, están evolucio-
nando hacia procedimientos más rápidos y 
automatizados en un solo tubo. Estos 
avances en las técnicas de PCR se basan 
en la utilización de equipos con un sistema 
de detección espectrofluorimétrica, que 
permiten identificar en tiempo real el 
producto de amplificación generado. 
En los últimos años, se han descrito 
varios tipos de ensayos de PCR en tiempo 
real, que se pueden dividir en dos grandes 
grupos: sistemas no específicos y 
específicos. Los sistemas no específicos 
detectan la presencia o ausencia de 
amplicones, pero no proporcionan informa-
ción sobre la identidad de los productos 
generados. En este tipo de ensayos se 
incluyen, por ejemplo, los que utilizan 
agentes intercaladores fluorescentes de la 
doble cadena de ADN como el bromuro de 
etidio y el SYBR® Green. En los sistemas 
específicos se emplean diversos tipos de 
sondas fluorescentes (TaqMan®, FRET, 
Molecular Beacons y Scorpions), que 
hibridan específicamente en la secuencia del 
ADN diana. Dentro de los sistemas 
específicos, las sondas de hibridación tipo 
TaqMan® son las más utilizadas (López-
Andreo y col., 2005; Rensen y col., 2006; 
Laube y col., 2007; López-Calleja y col., 
2007; Jonker y col., 2008). 
A pesar del elevado número de 
trabajos publicados que emplean la técnica 
de PCR en tiempo real para la detección de 
especies animales en productos cárnicos 
(Walker y col., 2003, 2004; Dooley y col., 
2004; Hird y col., 2005; López-Andreo y col., 
2006; Schöenbrucher y col., 2007; Tanabe y 
col., 2007; Eugster y col., 2008; Jonker y 
col., 2008), la aplicación de esta técnica para 
la detección de carnes procedentes de aves 
de caza y de la avicultura alternativa ha sido 
muy escasa. Hasta el momento, los únicos 
trabajos publicados son los desarrollados por 
López-Andreo y col. (2005) y Chisholm y col. 
(2008a). 
López-Andreo y col. (2005) desarro-
llaron una técnica de PCR en tiempo real 
para identificar ADN de avestruz, pollo, pavo, 
vaca, cerdo y oveja. Para ello emplearon 
parejas de cebadores específicos de especie 
y dos sondas TaqMan® MGB diseñados en 
la región del genoma mitocondrial compren-
dida entre la subunidades 5 y 6 de la NADH 
deshidrogenasa y el gen citocromo b, que 
amplificaban fragmentos de pequeño tamaño 
(<150 pb). Una de las sondas TaqMan® 
MGB se empleó como sistema de detección 
con los cebadores específicos de vaca, 
oveja y cerdo, mientras que la otra se utilizó 
para la detección de avestruz, pollo y pavo. 
Además, estos autores emplearon como 
control endógeno una pareja de cebadores y 
una sonda diseñados en el gen 18S ARNr 
para la amplificación de un fragmento de 120 
pb en organismos eucariotas. Los sistemas 
desarrollados permitieron la detección y 
cuantificación de las especies diana en 
muestras de carne cruda y liofilizada, así 
como en mezclas cárnicas experimentales y 
productos comerciales (salchichas y 
hamburguesas). El límite de detección 
alcanzado fue del 1 % en avestruz, cerdo, 
pollo y pavo, y del 5 % en vaca y oveja. No 
obstante, no se evaluó la aplicabilidad de la 
técnica para la detección y cuantificación de 
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las especies diana en carne y productos 
cárnicos tratados térmicamente. 
Chisholm y col. (2008a) utilizaron 
también sondas TaqMan® para la 
identificación de carne de codorniz y faisán. 
Los cebadores y sondas empleados, 
diseñados en el gen mitocondrial citocromo 
b, permitieron la amplificación de fragmentos 
específicos de 67 y 78 pb a partir del ADN 
de codorniz y faisán, respectivamente. La 
amplificación se produjo tanto en muestras 
de carne cruda como en carne cocinada a 
180 ºC durante 120 min y autoclavada a   
121 ºC durante 15 min, así como en diversos 
productos comerciales crudos y tratados 
térmicamente (conservas escabechadas, 
paté, estofados, etc.). La especificidad de los 
cebadores se comprobó frente a un número 
elevado de especies, incluyendo aves como 
la perdiz, paloma y pintada, entre otras. El 
límite de detección de la técnica fue de 2 pg 
para codorniz y 10 pg para faisán.  
La técnica de PCR en tiempo real 
presenta numerosas ventajas en el análisis 
rutinario de los alimentos. Por ejemplo, el 
tiempo necesario para obtener los resultados 
se reduce, al no requerir el análisis 
electroforético posterior de los productos de 
PCR. Además, al realizarse todo el proceso 
en el mismo tubo, se minimizan las 
posibilidades de contaminación con ADN 
exógeno y se facilita la automatización. No 
obstante, el mayor inconveniente de estos 
sistemas es su elevado coste en 
comparación con otros métodos de PCR 
como la técnica de PCR-RFLP o la técnica 
de PCR convencional con cebadores 
específicos, así como la necesidad de 
personal especializado para la puesta a 
punto de los métodos.  
II.4.2.7. Microarrays de ADN 
 Los microarrays de ADN son 
dispositivos innovadores consistentes en un 
gran número de fragmentos de ADN de una 
sola hebra (sondas), ordenados en dos 
dimensiones y unidos a la superficie de un 
pequeño soporte sólido. Los ácidos 
nucleicos de las muestras a analizar se 
marcan y se incuban sobre la matriz con las 
sondas, produciéndose la hibridación de las 
secuencias homólogas. Así, el material 
genético marcado, se une a su comple-
mentario inmovilizado en el soporte del chip, 
permitiendo la identificación del ADN 
presente en la muestra. Con posterioridad, el 
escáner y las herramientas informáticas 
permiten interpretar y analizar los datos 
obtenidos. La principal ventaja de esta 
tecnología reside en la posibilidad de 
analizar simultáneamente miles de genes.  
 Desde su descubrimiento a finales de 
la década de los ochenta, los microarrays de 
ADN han ido introduciéndose de forma 
progresiva en las principales áreas de 
investigación biomédica y biotecnológica. 
Actualmente esta tecnología se está 
aplicando al análisis de la expresión génica, 
detección de mutaciones, secuenciación, 
seguimiento de terapias, medicina preventiva, 
toxicología de fármacos y diagnóstico 
molecular. Además, el análisis mediante 
microarrays de ADN también se ha aplicado 
con éxito a la caracterización de poblaciones 
de la misma especie y de razas (Suekawa y 
col., 2010), así como a la detección e 
identificación de especies animales en los 
   II. INTRODUCCIÓN   
 
74 
alimentos.  
 Entre los escasos trabajos que 
emplean la técnica de microarrays de ADN 
para la identificación de especies de aves de 
caza y de la avicultura alternativa, cabe citar 
los ensayos descritos por Chisholm y col. 
(2008b) y Teletchea y col. (2008).  
 Chisholm y col. (2008b) utilizaron el 
sistema FoodExpert ID® desarrollado por 
BioMerieux (Marcy-l'Etoile, Francia), para 
detectar e identificar hasta treinta y dos 
especies animales, incluyendo aves como el 
avestruz y pintada, mamíferos y peces. El 
sistema FoodExpert ID® está constituido por 
un chip de ADN que contiene aproximada-
mente unas 80 000 sondas complementarias 
a secuencias específicas del gen citocromo 
b de vertebrados. Para utilizar este sistema, 
el ADN de las muestras se amplifica y 
posteriormente se transcribe en ARN, se 
marca con compuestos fluorescentes y se 
hibrida con el chip. Las secuencias 
complementarias a las sondas del chip se 
unen a este y son detectadas mediante un 
lector de fluorescencia. El ensayo desa-
rrollado por Chisholm y col. (2008b) 
empleando este sistema permitió detectar 
las especies diana en muestras de carne 
cruda, productos cárnicos tratados térmica-
mente y piensos. El límite de detección de 
este chip fue de un 1 % para cerdo, oveja y 
vaca, y de un 0,1 % para pollo y pavo. No 
obstante, no se determinó el límite de 
detección para el resto de especies 
analizadas.  
 Con relación a la técnica descrita por 
Teletchea y col. (2008), estos autores 
consiguieron identificar setenta y una 
especies de animales vertebrados, entre 
ellas el avestruz y la codorniz, en alimentos y 
muestras forenses. Para ello, emplearon una 
pareja de cebadores que amplificaba un 
fragmento conservado de 373 pb del gen 
citocromo b. Además, diseñaron otras dos 
parejas de cebadores que amplificaban 
fragmentos de 268 y 124 pb comprendidos 
en la secuencia del gen citocromo b de 373 
pb. Para preparar el microarray se diseñaron 
sondas especies-específicas para cada una 
de las especies analizadas. La hibridación 
de los fragmentos amplificados con el 
microarray permitió la detección de las 
especies diana en muestras cárnicas y pelo. 
Además, estos autores demostraron la 
aplicabilidad de la técnica para el análisis de 
mezclas cárnicas y alimentos procesados 
(salchichas, carne deshidratada, patés y 
conservas) y la compararon con otras 
técnicas como la secuenciación. La técnica 
de microarrays demostró ser más adecuada 
que la secuenciación ya que permitió 
detectar un mayor número de especies en 
las mezclas y productos cárnicos analizados. 
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III.1. IDENTIFICATION OF MEAT A ND MEAT PRODUC TS FROM GAME AND 
ALTERNATIVE POULTRY FARMING AVIAN SPECIES BY GENETIC TECHNIQUES 
  
 III.1.1 PCR-RFLP  
 
 
 Polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism 
 authentication of raw meats from game birds. 
 
  
     
 
 
 
 
 
 
 
 Identification of raw and heat-processed meats from game bird species by 
polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism of the 
mitochondrial D-loop region. 
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   1 12S-FW     AluI                70 
C. coturnix   (AM902516) GGTAAATCTC GTGCCAGCCA CCGCGGTCAC ACAAGAAGCC CAAATCAATA G-CC-----A TCCGGCGTAA 
P. colchicus  (AM902515) GGTAAATCTC GTGCCAGCCA CCGCGGTCAT ACAAGAAACC CGAATCAATA G-CC-----A ACCGGCGTAA 
A. rufa       (AM902517) GGTAAATCTC GTGCCAGCCA CCGCGGTCAT ACAAGAAACC CAAATTAATA G-AC-----A TCCGGCGTAA 
N. meleagris  (AM902518) GGTAAATCTC GTGCCAGCCA CCGCGGTCAT ACAAGAAACC CAAGTCAATA ATCC-----A TCCGGCGTAA 
T. urogallus  (AM902520) GGTAAATCTC GTGCCAGCCA CCGCGGTCAT ACAAGAAACC CAAATCAATA G-TC-----A CCCGGCGTAA 
S. rusticola  (AM902519)    GGTAAATCTC GTGCCAGCCA CCGCGGTCAT ACAAGAAGCC CAAATTAACT GTAC------ ACGGGCGTAA  
C. palumbus (AM902521) GGTAAATCTC GTGCCAGCCA CCGCGGTCAC ACAAGAGACA CCAACTAATC GT-T------ CACGGCGTAA 
T. philomelos (AM902522) GGTAAATCTC GTGCCAGCCA CCGCGGTCAT ACAGGAGGCT CAAATTAACT TTAT------ AACGGCGTAA 
G. gallus     (NC001323)   GGTAAATCTT GTGCCAGCCA CCGCGGTCAT ACAAGAAACC CAAATCAATA G-CT-----A CCCGGCGTAA 
M. gallopavo  (U83741) GGTAAATCTT GTGCCAGCCA CCGCGGTCAT ACAAGAAACC CAAATCAATA G-CC-----A TCCGGCGTAA 
C. moschata   (AM902523) GGTAAATCTC GTGCCAGCCA CCGCGGTCAT ACAAGAGGCC CAAATCAACT GTCCACATAA -GCGGCGTAA 
A. anser      (AY164530) GGTAAATCTT GTGCCAGCCA CCGCGGTCAT ACAAGAAACC CAAATCAACC GTCCTATTGA CACGGCGTAA 
                 
   71              BfaI AluI         AluI AluI       AluI     140  
C. coturnix  (AM902516) AGAGTGGCCA -CATG-TTAT CTTCATTAAC TAAGATCAAA ATGGAACCAA GCTGTCATAA GCCCAGGATC 
P. colchicus  (AM902515) AGAGTGGTCA -TATG-TTAT CCTCACCACC TAAGATCGAA GTACAACTAA GCTGTCATAA GCCCAAGATC 
A. rufa  (AM902517) AGAGTGGCCA -CATG-TTAT CCACACTAAC TAAGATCAAA GCAAAGCTAA GCTGTCATAA GCCCAAGACT 
N. meleagris  (AM902518) AGAGTGGCTA -CATG-TTAT CAA-ACCAAC TAAGATCAAA ATGTAACTAA GCTGTCATAA GCCTAAGATT 
T. urogallus  (AM902520) AGAGTGGCCA -TATG-TTAT CTCCAACGAC TAAGATCAAA ATGTAACTAA GCTGTCATAA GCCCAGGATC 
S. rusticola  (AM902519) AGAGTGGT-A TCATG-CTAT CGT-AATATC TAAGACCAAG GTGCAACTAA GCTGTCATAA GCTCAAGATG 
C. palumbus  (AM902521) AGAGTGGACT -CATGCTTAT CGC-ATTAAT TAAGGTCAAA ACGCAGCTGA GCTGTCATAA GCTTAAGGTG 
T. philomelos (AM902522) AGAGTGGTCG -CATG-TTAT CCA-AGTAGC TAAGATTAAA AAGCAACTGA GCTGTCATAA GCCCAAGATG 
G. gallus  (NC001323) AGAGTGGCCA -CATG-TTAT CTGCACCAGC TAAGATTAAA ATGCAACCAA GCTGTCATAA GCCTAAGATC 
M. gallopavo  (U83741) AGAGTGGTCA -CATG-CTAT CTATACCAAT TAAGATCAAA GTGTAACTAA GCTGTCATAA GCCCAAGATT 
C. moschata  (AM902523) AGAGTGGTAA TAATGCTTAT CCTACTTAAC TAAGATCAAA ATGCGGCTAA GCTGTCGCAA GCACAAGACG 
A. anser  (AY164530) AGAGTGGTAA -AATGCCTAT CCTAGCTAAC TAAGATCAAA ATGCAACTGA GCTGTCATAA  GCCCAAGATG 
              
   141   AluI                         AluI  BfaI                    AluIBfaI210 
C. coturnix  (AM902516) CACCTAAGCC CAACATAA-- -AAA-CCATC TTAGCCAC-- ATGATCAATT TCAATCCACG AAAGCCAGGG 
P. colchicus  (AM902515) TACCTAAGCT C--CCCAA-- -AA---CATC TTAGCTCC-- ACGACTAATT TTACCCCACG AAAGCCAGGA 
A. rufa  (AM902517) CACCTAAGCC CAACCTAA-- -AAA-CCATC TTAGTTCCC- ACGACTAATT TAAACCCACG AAAGCCAGGA 
N. meleagris  (AM902518) CACCTAAACC CAACCTCA-- -AAA-CAATC TTAGCCACC- ACGACCAATT TCAACCCACG AAAGCCAGGG 
T. urogallus  (AM902520) CACTTAAGGC C--CCT---- ------CATC TTAGCTGC-- ATGATTAATT TAAGCCCACG AAAGCCAGGG 
S. rusticola  (AM902519) CATACAAGCT CTCCTTGACT AAAAATGATC TTAGTATC-- GAGATATATT TAATTCCACG AAAGCTAGGA 
C. palumbus  (AM902521) CACTTAAAAC CGCCCT---- AAATACGACC CTAAACTCAT ACGACTCAAT GAACTCCACG AAAGCCAGGG 
T. philomelos (AM902522) CCCATAAGGC CTCCGTCTTC AAAGAAGATC TTAGAA-CA- ACGATTAATT GAAG-CCACG AAAGCCAGGA 
G. gallus  (NC001323) CACCTAAACC CAACCCAA-- -AT--CCATC TTAGCCTCA- ACGATTAATT TTAACCCACG AAAGCTAGGA 
M. gallopavo  (U83741) CACCTAAGCC CAGCCTAA-- -AAAATGATC TTAACTTA-- ACGATCAATT TAAAGCCACG AAAGCCAGGG 
C. moschata  (AM902523) CACCTAAACA CACCATCA-- -AGA-TGATC TTAGAAACTA GCGACGGATT TAAACCCACG AAAGCCAGGG 
A. anser  (AY164530) CACCTAAACA CACCATTA-- -AGA-TGATC TTAGGAACTA ACGACTGATT TAAACCCACG AAAGCCAGGG 
              
   211                              BfaI         BfaI                  BfaI 280 
C. coturnix  (AM902516) CACAAACTGG GATTAGATAC CCCACTATGC CTAGCCCTAA ATCTAGATAC CCAC----AT ACTTATGTAT 
P. colchicus  (AM902515) CACAAACTGG GATTAGATAC CCCACTATGC CTGGCCCTAA ATCTAGATGC CTAC----AT ACCCATGCAT 
A. rufa  (AM902517) CACAAACTGG GATTAGATAC CCCACTATGC CTGGCCTTAA ATCTTGATAC CCCCCCATTT ACCAATATAT 
N. meleagris  (AM902518) CACAAACTGG GATTAGATAC CCCACTATGC CTAGCCCTAA ATCTAGATAC TTCA----AT ACCTAAGTAT 
T. urogallus  (AM902520) TACAAACTGG GATTAGATAC CCCACTATGC CTGGCCCTTA ATCTAGATAC CTAT----AT ACCCTTGTAT 
S. rusticola  (AM902519) CTCAAACTGG GATTAGATAC CCCACTATGC CTAGCCATAA ATCTTGATGT CTTCCA-TAT ACCTAGACAT 
C. palumbus  (AM902521) TACAAACTGG GATTAGATAC CCCACTATGC CTGGCCCTAA ATCTTGATGC TCTATA--TA ACCAAAGCAT 
T. philomelos (AM902522) CCCAAACTGG GATTAGATAC CCCACTATGC CTGGCCCTAA ATCTTGATGC TCGATA--TT ACCTGAGCAT 
G. gallus  (NC001323) CCCAAACTGG GATTAGATAC CCCACTATGC CTAGCCCTAA ATCTAGATAC CTCCCA--TC ACACATGTAT 
M. gallopavo  (U83741) CACAAACTGG GATTAGATAC CCCACTATGC CTGGCCCTAA ATCTTGATAC TAAT----AT ACTCACGTAT 
C. moschata  (AM902523) CCCAAACTGG GATTAGATAC CCCACTATGC CTGGCCCTAA ATCTTGATAC TTATC---CT ACCGAAGTAT 
A. anser  (AY164530) CCCAAACTGG GATTAGATAC CCCACTATGC CTGGCCCTAA ATCTTGATAC TTACT---TT ACCGAAGTAT 
            
   281                                                                  BfaI350 
C. coturnix  (AM902516) CCGCCTGAGA ACTACGAGCA CAAACGCTTA AAACTCTAAG GACTTGGCGG TGCCCCAAAC CCACCTAGAG 
P. colchicus  (AM902515) CCGCCCGAGA ACTACGAGCA CAAACGCTTA AAACTCTAAG GACTTGGCGG TGCCCCAAAC CCACCTAGAG 
A. rufa  (AM902517) CCGCCCGAGA ACTACGAGCA CAAACGCTTA AAACTCTAAG GACTTGGCGG TGCCCCAAAC CCACCTAGAG 
N. meleagris  (AM902518) CCGCCTGAGA ACTACGAGCA CAAACGCTTA AAACTCTAAG GACTTGGCGG TGCCCCAAAC CCACCTAGAG 
T. urogallus  (AM902520) CCGCCTGAGA ACTACGAGCA CAAACGCTTA AAACTCTAAG GACTTGGCGG TGCCCTAAAC CCACCTAGAG 
S. rusticola  (AM902519) CCGCCAGAGA ACTACGAGCA CAAACGCTTA AAACTCTAAG GACTTGGCGG TGCCCCAAAC CCACCTAGAG 
C. palumbus  (AM902521) CCGCCTGAGA ACTACGAGCA CAAACGCTTA AAACTCTAAG GACTTGGCGG TGCCCCAAAC CCACCTAGAG 
T. philomelos (AM902522) CCGCCCGAGA ACTACGAGCA CAAACGCTTA AAACTCTAAG GACTTGGCGG TGCCCCAAAC CCACCTAGAG 
G. gallus  (NC001323) CCGCCTGAGA ACTACGAGCA CAAACGCTTA AAACTCTAAG GACTTGGCGG TGCCCCAAAC CCACCTAGAG 
M. gallopavo  (U83741) CCGCCTGAGA ACTACGAGCA CAAACGCTTA AAACTCTAAG GACTTGGCGG TGCCCTAAAC CCACCTAGAG 
C. moschata  (AM902523) CCGCCAGAGA ACTACGAGCA CAAACGCTTA AAACTCTAAG GACTTGGCGG TGCCCTAAAC CCACCTAGAG 
A. anser  (AY164530) CCGCCAGAGA ACTACGAGCA CAAACGCTTA AAACTCTAAG GACTTGGCGG TGCCCCAAAC CCACCTAGAG 
              
   351                                                                      420  
C. coturnix   (AM902516)   GAGCCTGTTC TATAACCGAT AATCCACGAT CT-ACCCAAC CACCCCTTGC CAACA-CAGC CTACATACCG 
P. colchicus  (AM902515)   GAGCCTGTTC TATAATCGAT AATCCACGAT CC-ACCCAAC CACCCCTTGC CAACA-CAGC CTACATACCG 
A. rufa       (AM902517)  GAGCCTGTTC TATAATCGAT AATCCACGAT TC-ACCCAAC CATCCTTTGC CAACA-CAGC CTACATACCG 
N. meleagris  (AM902518) GAGCCTGTTC TATAACCGAT AATCCACGAT CC-ACCCAAC CACCTCTTGC CAACA-CAGC CTACATACCG  
T. urogallus  (AM902520)   GAGCCTGTTC TATAATCGAT AATCCACGAT TC-ACCCAAC CACCCCTTGC CCAAA-CAGC CTACATACCG 
S. rusticola  (AM902519)  GAGCCTGTTC TATAATCGAT AACCCACGTT AC-ACCCGAC CACTCCTTGC CAGAAGCAGC CTACATACCG 
C. palumbus   (AM902521)   GAGCCTGTTC TGTAATCGAT AACCCACGAT AC-ACCCGAC CACTTCTTGC CAAAAACAGC CTACATACCG 
T. philomelos (AM902522)    GAGCCTGTTC TGTAATCGAT GATCCACGAT ATTACCTGAC CATTTCTTGC ACGAAACAGC CTATATACCG 
G. gallus     (NC001323)   GAGCCTGTTC TATAATCGAT AATCCACGAT TC-ACCCAAC CACCCCTTGC CAGCA-CAGC CTACATACCG 
M. gallopavo  (U83741)   GAGCCTGTTC TGTAATCGAT AATCCACGAT CC-ACCCAAC CACCTCTTGC CAACA-CAGC CTACATACCG 
C. moschata   (AM902523) GAGCCTGTTC TGTAATCGAT AACCCACGAT CA-ACCCAAC CACCCCTTGC CAAAA-CAGC CTACATACCG 
A. anser      (AY164530)  GAGCCTGTTC TACAATCGAT AATCCCCGAT TA-ACCCAAC CACCCCTTGC CAACA-CAGC CTACATACCG 
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                              421      AluI              AluI         AluI                   BfaI      490 
  C. coturnix  (AM902516)  CCGTCGCCAG CCCACCT-TA ATGAAAGAAC AACAGTGAGC TCAATAGC-C GC----CACT AATAAGACAG 
  P. colchicus (AM902515)  CCGTCGCCAG CCCACCT-AA ATGAAAGGCC AACAGTGAGC TCAACAGT-C CA---CCACT AGCAAGACAG 
  A. rufa      (AM902517)  CCGTCGCCAG CTCACCTCCA ATGAAAGAGC AACAGTGAGC CCAACAGT-C CC----CACT AATAAGACAG 
  N. meleagris (AM902518)  CCGTCGCCAG CCCACCTACA -TGAAAGCGC AACAGTGAGC TCAACAGT-C CC----CACT AACAAGACAG 
  T. urogallus (AM902520)  CCGTCGCCAG CCCACCT-AA ATGAAAGACC AAAAGTGAGC TCAATAGT-C C----CCGCT AACAAGACAG 
  S. rusticola (AM902519)  CCGTCGCCAG CTCACCTCCA ATGAGAGCTA TATAGTGAGC ACAATAGTCC ACAACCCACT AACAAGACAG 
  C. palumbus  (AM902521)  CCGTCGCCAG CTCACCTCTT CTGAGAGTAC CACAGTGAGC ACAACCGCTC TAACCCCGCT AACAAGACAG 
  T. philomelos(AM902522)  CCGTCGCCAG CCCACCTTTC CTGACAGCCC AACAGTGGAC GCAATAGC-C TAACCC-GCT AGTAAGACAG 
  G. gallus    (NC001323)  CCGTCGCCAG CCCACCTCTA ATGAAAGAAC AACAGTGAGC TCAATAGC-C CC---TCGCT AATAAGACAG 
  M. gallopavo  (U83741)      CCGTCGCCAG CCCACCTAAA ATGAAAGATC AATAGTGAGC TCAATAGT-C C-----CACT AACAAGACAG 
  C. moschata  (AM902523)  CCGTCGCCAG CCCACCTCGA ATGAGAGCAC AACAGTGAGC GCAACAGCAC CC---CCGCT AATAAGACAG 
  A. anser     (AY164530)  CCGTCGCCAG CCCACCTCGA ATGAGAGCAC AACAGTGGAC ACAATAGCAC CC---C-GCT AATAAGACAG 
                                                                       
                  491        AluI                                BfaI    BfaI              560 
  C. coturnix  (AM902516)  GTCAAGGTAT AGCCTATGGG ATGGAAGAAA TGGGCTACAT TTTCTA-AAA -TAGAACAA- --ACGAAAAA 
  P. colchicus (AM902515)   GTCAAGGTAT AGCCCATGGG GTGGAAGAAA TGGGCTACAT TTTCTA-ATA -TAGAATA-- -AACGAAAAA 
  A. rufa      (AM902517)  GTCAAGGTAT AGCCTATGGG ATGGAAGAAA TGGGCTACAT TTTCTA-ATA -TAGAATAA- --ACGGAAAA 
  N. meleagris (AM902518)  GTCAAGGTAT AGCCCATGAG GTGGAAGAAA TGGGCTACAT TTTCTA-GCA –TAGAACACT -CACGAAAAA 
  T. urogallus (AM902520)  GTCAAGGTAT AGCCCATGGG GTGGAAGAAA TGGGCTACAT TTTCTA-ATA -TAGAATAG- -AACGAAAAA 
  S. rusticola (AM902519)  GTCGAGGTAT AGCTAATGGA GTGGAAGAAA TGGGCTACAT TTTCTA-ACA ATAGATAACC ATACGGAAGG 
  C. palumbus  (AM902521)  GTCAAGGTAT AGCCCATGAA GTGGAAGAAA TGGGCTACAT TTTCTAACT- -TAGAAAATC TCACGAAAAG 
  T. philomelos(AM902522)  GTCAAGGTAT AGCCTATGGA ATGGAAGCAA TGGGCTACAT TTTCTAGAT- -TAGAACAT- --ACGGATAG 
  G. gallus    (NC001323)  GTCAAGGTAT AGCCTATGGG GTGGGAGAAA TGGGCTACAT TTTCTA-ACA -TAGAACAA- --ACGAAAAA 
  M. gallopavo  (U83741)      GTCAAGGTAT AGCCCATGAG GTGGAAGAAA TGGGCTACAT TTTCTA-ACA -TAGAACAG- --ACGAAAAA 
  C. moschata  (AM902523)  GTCAAGGTAT AGCCCATGGG GCGGAAGAAA TGGGCTACAT TCCCTACACA CTAGGGCAG- -CACGAAAAG 
  A. anser     (AY164530)  GTCAAGGTAT AGCCTATGGA GTGGAAGAAA TGGGCTACAT TCCCTATTCA -TAGGGCA-- -CACGGAAAG 
                                                                   
                              561         BfaI                             AluI                   AluI 630 
  C. coturnix  (AM902516)  GGACATGAAA CCTGGTCCTT GGAAGGAGGA TTTAGCAGTA AAATGGGATC ACTT--T--- ---GCCCACT 
  P. colchicus (AM902515)  GGACGTGAAA CCC-GTCCTT GGAAGGAGGA TTTAGCAGTA AAGTAGGACC ATGCC-TCTT CAAGCCTACT 
  A. rufa      (AM902517)  GGACATGAAA ACCGGTCCTA AGAAGGAGGA TTTAGCAGTA AGATGAGATC ATCC--CC-- --AGCTCACC 
  N. meleagris (AM902518)  GAGCATGAAA CCTG-CCCTT AGAAGGAGGA TTTAGCAGTA AAATGGGACC ATAC--ATCT TAAGCCCATT 
  T. urogallus (AM902520)  GGACGTGAAA CCTAGTCCTT GGAAGGAGGA TTTAGCAGTA AAATAGGATC ATAC--TTTT CAAGCCTATT 
  S. rusticola (AM902519)  GGGCATGAAA CTGG-CCCCC CGAAGGCGGA TTTAGCAGTA AAGCTGGACA ATAC------ -AAGCCTACT 
  C. palumbus  (AM902521)  GGGTATGAAA CAA--CCCCT GGAAGGTGGA TTTAGCAGTA AAGCGGGACA ATAT------ --AGCCCCCT 
  T. philomelos(AM902522)  GGGTATGAAA CTG--CCCCT GGAAGGCGGA TTTAGCAGTA AAGAGAGACA ATCG------ --AGCCCTCT 
  G. gallus    (NC001323)  GGATGTGAAA CCCG-CCCTT AGAAGGAGGA TTTAGCAGTA AAGTGAGATC ATAC--CCCC TAAGCTCACT 
  M. gallopavo  (U83741)      GGGCGTGAAA CTCG-CCCTT GGAAGGAGGA TTTAGCAGTA AAGTAAGACC ATACTTCTCT TAAGCCTACT 
  C. moschata  (AM902523)  AAGCATGAAA CTG--CTTCT GGAAGGAGGA TTTAGCAGTA AAGTGGGACA ATAG------ --AGCCTACT 
  A. anser     (AY164530)  AAGCGTGAAA CCA--CTTCT GGAAGGCGGA TTTAGCAGTA AAGTGGGACA ATAG------ --AGCCTACT 
                                                                       
                              631         BfaI                                     AluI                700 
  C. coturnix  (AM902516)  TTAAGATGGC CCTGAGGCAC GTACATACCG CCCGTCACCC TCTTCA-AAA GCTACTAATA CCGATAAATA 
  P. colchicus (AM902515)  TTAAGACGGC CCTGGGGCAC GTACATACCG CCCGTCACCC TCTTCG-CAG GCCACCAATA CTAATAAATA 
  A. rufa      (AM902517)  TTAAGACGGC CCTGGGGCAC GTACATACCG CCCGTCACCC TCTTCAATAA GCCACTAACA CCAATAAATA 
  N. meleagris (AM902518)  TTAAGCCGGC TCTGGGGCAC GTACATACCG CCCGTCACCC TCTTCA-CAA GCCACCTCCA CCGATAACTA 
  T. urogallus (AM902520)  TTAAGACGGC CCTGGGGCAC GTACATACCG CCCGTCACCC TCTTCA-TAG GCCACAAACA ACAATAAATA 
  S. rusticola (AM902519)  TTAAACTGGC CCTGGGGCAC GTACATACCG CCCGTCACCC TCCTCA-CAG GCTACAATCA TC-ATAA-TA 
  C. palumbus  (AM902521)  TTAAGCCGGC TCTGGGGCAC GTACATACCG CCCGTCACCC TCCTCA-TAA GCTCTAAAC- -TACT-AATA 
  T. philomelos(AM902522)  TTAAGCCGGC TCTGGAGCAC GTACATACCG CCCGTCACCC TCCTCA-TAA GCGCCCAACA -CACCCAATA 
  G. gallus    (NC001323)  TTAAGACGGC TCTGAGGCAC GTACATACCG CCCGTCACCC TCTTCA-CAA GCCATCAACA TCAATAAATA 
  M. gallopavo  (U83741)      TAAAGACGGC CCTGGGGCAC GTACATACCG CCCGTCACCC TCCTCA-CAA GCTATCAATT TCAATAAATA 
  C. moschata  (AM902523)  TTAAGCCGGC CCTAGGGCAC GTACATACCG CCCGTCACCC TCCTCA-CAA GCCACACCCC CACATAACTA 
  A. anser     (AY164530)  TTAAGCCGGC CCTGGGGCAC GTACATACCG CCCGTCACCC TCCTCA-AAA GCCACATCCC -ACATAACTA 
                                                                       
                              701      BfaIAluI                         12S-REV      757            
  C. coturnix  (AM902516)     -ACACCCAAC CATTAAGCCA AAGACGAGGT AAGTCGTAAC AAGGTAAGCA TACTGGA 
  P. colchicus (AM902515)     -ATACC--CA CATCAAGCCA AAGACGAGGT AAGTCGTAAC AAGGTAAGCA TACTGGA 
  A. rufa      (AM902517)     -ATAC---CC GCCCCGGCTA AAGACGAGGT AAGTCGTAAC AAGGTAAGCA TACTGGA 
  N. meleagris (AM902518)     -ACAC---CC TCCCCGGCCA AAGACGAGGT AAGTCGTAAC AAGGTAAGCA TACTGGA 
  T. urogallus (AM902520)     -ATACTT-CC CATAAAGCCA AAGACGAGGT AAGTCGTAAC AAGGTAAGCA TACTGGA 
  S. rusticola (AM902519)     CATAATACGA ATTAAAGCTG AAGACGAGGT AAGTCGTAAC AAGGTAAGCA TACTGGA 
  C. palumbus  (AM902521)     AATAATACCC CTATCCGCTA AAGATGAGGT AAGTCGTAAC AAGGTAAGCA TACTGGA 
  T. philomelos(AM902522)     CCTAATAAGC CATCCAGCTA AAGAGGAGGT AAGTCGTAAC AAGGTAAGCA TACTGGA 
  G. gallus    (NC001323)     TATACTTCCC CTCCCGGCTA AAGACGAGGC AAGTCGTAAC AAGGTAAGTG TACCGGA 
  M. gallopavo  (U83741)      -ATACC--CA ACCCTAGCTA AAGATGAGGT AAGTCGTAAC AAGGTAAGCG TACCGGA 
  C. moschata  (AM902523)     -ATACC--CT AAACATGCCA AAGATGAGGT AAGTCGTAAC AAGGTAAGCA TACTGGA 
  A. anser     (AY164530)     -ATACC--AT AAATACGCTG AAGATGAGGT AAGTCGTAAC AAGGTAAGTG TACCGGA 
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                        1    D-loopFW       Hpy188III              Hpy188IIIMboII  MboII Hpy188III 
C.coturnix  (FM164774)  TTGCGCCTCT GGTTCCTCGG TCAGGCGCAT CCCCCGGATA ACTATCGGAC TTTCTCACTT TTCACGAAGT 
P.colchicus (FM164775)  TTGCGCCTCT GGTTCCTCGG TCAGGAACAT CCCATGCATA ACTCCTGAAC TT-CTCACTT TTCACGAAGT 
A.rufa      (FM164776)  TTGCGCCTCT GGTTCCTCGG TCAGGCACAT CCCATGCATA ACTCCTGACT TTTCTCACTT TTCACGAAGT 
A.chukar    (FM164777)  TTGCGCCTCT GGTTCCTCGG TCAGGCACAT CCCATGCATA ACTCCTGACT TTTCTCACTT TTCACGAAGT 
N.meleagris (FM164778)  TTGCGCCTCT GGTTCCTCGG TCAGGGCCAT CACCCGCTTT ACTCCTGATT TC-CTCACTT TTCACGAAGT 
T.urogallus (FM164779)  TTGCGCCTCT GGTTCCTCGG TCAGGAACAT CCCATGCTTA ACTCCTGAAC TC-CTCACTT TTCACGAAGT 
s.rusticola (FM164780)  TTGCGCCTCT GGTTCCTATG TCAGGGCCAT -AAACGGATT GATACTCA-- TAACTTGCTC TTTACGAATA 
C.palumbus  (FM164781)  TTGCGCCTCT GGTTCCTATG TCAGGGCCAT AAGCTTGCCA AATCCCATGA C--CTCGCTC TTCACAGATA 
G.gallus    (FM164782)  TTGCGCCTCT GGTTCCTCGG TCAGGCACAT CCCATGCATA ACTCCTGAAC TTTCTCACTT TTCACGAAGT 
M.gallopavo (FM164783)  TTGCGCCTCT GGTTCCTCGG TCAGGAACAT CCCATGCATA ACTCCTGAAC TC-CTCACTT TTCACGAAGT 
C.moschata  (FM164784)  TTGCGCCTCT GGTTCCTCGG TCAGGGCCAT CAATTGGGTT CACTCACCTC TTCCTCGCCT TTCAAAGTGG 
A.anser     (FM164785)  TTGCGCCTCT GGTTCCTCGG TCAGGGCCAT CCATTGGGTT CACTCACCCC T-CCTTGCCC TTCAAAGTGG 
  
    71               MboII     MboII                   MboII   MboII         140 
C.coturnix  (FM164774)  CATCTG-T-- GCGTTATCCT GCCCCTCTTC AGTCCGTGAT CGCGGCATTT CCTTTCTTC- TC-TGCTGTT 
P.colchicus (FM164775)  CATCTG-T-- GCATTATTCT -CCCCTCTCA AGTCCGTGAT CGCGGCATCT TCTCTCTTC- AT-TGCTGTT 
A.rufa      (FM164776)  CATCTG-T-- GCGTTATCCT GCCCCTCTTC AGTCCGTGAT CGCGGCATCT TATCTCTTC- TT-TGCTGTT 
A.chukar    (FM164777)  CATCTG-T-- GCGTTATCCT GCCCCTCTTC AGTCCGTGAT CGCGGCATCT TCTTTCTTC- TT-TGCTGTT 
N.meleagris (FM164778)  CATCTG-G-- GAACTATTTT -CCCCTCTTC AGTCCGTGAT CGCGGCATCT TCTTTCTTCA TT-TGCTGTT 
T.urogallus (FM164779)  CATCTGGT-- GCATTATTCT -CCCCTCTTT AGTCCGTGAT CGCGGCATCT TATCTCTTC- AT-TGCTGTT 
s.rusticola (FM164780)  CATCTGGT-- TCGCTATATG -CCCCCCTTC AGTCCGTGAT CGCGGCATTC TACAATTCT- -AATACATCT 
C.palumbus  (FM164781)  CATCTGGTCG GGGTCATACC TCACCATTTC AGTCCGTGAT CGCGGCATTC CCCCGACCT- TGGCGCCTTT 
G.gallus    (FM164782)  CATCTG-T-- GGATTATCTT -CCCCTCTTT AGTCCGTGAT CGCGGCATCT TCTCTCTTCT AT-TGCTGTT 
M.gallopavo (FM164783)  CATCTG-T-- GCGTTATCCT ACCCCTCTTC AGTCCGTGAT CGCGGCATCT TTACTCTTC- TA-TGCTGTT 
C.moschata  (FM164784)  CATCTG-T-- GGAATACTTC -CACCATCTC AATGCGTTAT CGCGGCATCT TCCAGCTTTT TGGCGCCTCT 
A.anser     (FM164785)  CATCTG-T-- G-AGTACTTT -CACCTTCTC AATGCGTAAT CGCGGCATGT TCCAGCTTTT TGGCGCCTCT 
 
                 141MboII MboII             MboII                                HinfI    210   
C.coturnix  (FM164774)  GGTTCTTCTT ---CTCTTTG GGGCTTCTTC ACAGGTTGCC CTTCACAGTG CCGTCGCCAG AGTCCTACTC 
P.colchicus (FM164775)  GGTTCCTTTT ---TTCTCTG GGGCTTCTTC ACAGGTTGCC CTTCACAGTG CGGGTGC-GG AGTGCTATTC 
A.rufa      (FM164776)  GGTTCCTCTT ---TTTTCTG GGGCTTCTTC ACAGGTTGCC CTTCACAGTG CGGGTGC-GG AGTGCTATTC 
A.chukar    (FM164777)  GGTTCCTCTT ---TTTTCTG GGGCTTCTTC ACAGGTTGCC CTTCACAGTG CGGTTGC-GG AGTGCTATTC 
N.meleagris (FM164778)  GGTTCCTTTT ---TTCTCTG GGGCTTCTTC ACAGGTTGCC CTTCACAGTG CCGTCGCCAG AGTCCTACTC 
T.urogallus (FM164779)  GGTTCCTCTT ---TTTTCTG GGGCTTCTTC ACAGGTTGCC CTTCACAGTG CGGGTGC-GG AGTGCTATTC 
s.rusticola (FM164780)  GGTTCTTCTT -TTTTCTCTG GGG--TCTTC --AACTTACC CTCC--GGTG CAGC-----G GGTGA-ATAC 
C.palumbus  (FM164781)  GGTTTTTTTT ---CTCTCT- ---CTCTCCC GCAGCTCGCC CCTCA-AGTG CGGCGGGTAA ATTGGTTTAT  
G.gallus    (FM164782)  GGTTCCTTCT ---CTTTTTG GGGCTTCTTC ACAGGTTGCC CTTCACAGTG CGGGTGC-GG AGTGCTATTC 
M.gallopavo (FM164783)  GGTTCCTCTT ---TTTTCTG GGGCTTCTTC ACAGGTGGCC CTTCACAGTG CCGTCGCCAG AGTACTACTC 
C.moschata  (FM164784)  GGTTCCTTTT ATTTTTTCCG GGGTTACCTC ACAGCTGGCC CTTCCCAGTG ACTTCG--GG GGTCCCA--C 
A.anser     (FM164785)  GGTTCCTCTT ATTTTTTCCG GGGTTACCTC ACAGGTGGCT ATTCCCAGTG ATCTCG--GG GGTCCCA--C 
 
    211                                       Hpy188III                      280   
C.coturnix  (FM164774)  AAGTGAAG-C CTGGACTACT CCTGCGTTG- CGTCCT-ATC CTAGACCTCT AGTGTCCCTC GATGATACGG 
P.colchicus (FM164775)  AAGTGAAG-C CTGGACTACT CCTGCGTTG- CGTCCT-ATC CTAGTCCTCT CGTGTCCCTC GATGAGACGG 
A.rufa      (FM164776)  AAGTGAAG-C CAGGACTACT CCTGCGTTG- CGTCCT-ATT CTAGACCTCT CGTGTCCCTC AATGAGACGG 
A.chukar    (FM164777)  AAGTGAAG-C CAGGACTACT CCTGCGTTG- CGTCCT-ATC CTAGATCTCT CGTGTCCCTC AATGAGACGG 
N.meleagris (FM164778)  AAGTGAAG-C CTGGACTACA CCTGCGTTG- CGTCCT-ATT CTAGTCCTCT CGTGTCCCTC AATGATACGG 
T.urogallus (FM164779)  AAGTGAAG-C CTGGACTACT CCTGCGTTG- CGTCCT-ATC CTAGCCTTCT AGTGTCCCTC AATGAGACGG 
s.rusticola (FM164780)  AATCTAAGAC TTGAGCATCT CGTGCGTTT- CGTCCTTATT TTGGTCCTCA GGCGTTGATT AATGAGACGG 
C.palumbus  (FM164781)  ATTCTGCA-C CTAAATTA-- --TGCGTGA- CCAACT-AAT CTCGACCTCA GGTACT-ATT GGCGTTACGG 
G.gallus    (FM164782)  AAGTGAAG-C CTGGACTACA CCTGCGTTG- CGTCCT-ATC CTAGTCCTCT CGTGTCCCTC GATGAGACGG 
M.gallopavo (FM164783)  AAGTGAAG-C CTGGATTACT CCTGCGTTG- CGTCCT-ATC CTAGATCTCC CGTGTCCCTC AATGAGACGG 
C.moschata  (FM164784)  AATCTAAG-C CTGGAC-ACA CCTGCGTTAT CGTCCT-ATC CTATATCTCA AGGGTTACTC AATGAGACGG 
A.anser     (FM164785)  AATCTAAG-C CTGGAC-ACA CCTGCCTCA- CGGCCT-ATC CTGTATTTCA AGGGTCCCTC GATGAGACGG 
  
                  281        HinfI Hpy188III    D-loopREV  327 
C.coturnix  (FM164774)  T-TTGCGTGT ATTGGGTATC ATTTTGACAC TGATGCACTT TGTCTC 
P.colchicus (FM164775)  T-TTGCGTGT ATGGGGAATC ATCTTGACAC TGATGCACTT TGTCTC 
A.rufa      (FM164776)  T-TTGCGTGT ATGGGGAATC ATTTTGACAC TGATGCACTT TGTCTC 
A.chukar    (FM164777)  T-TTGCGTGT ATGGGGAATC ATTTTGACAC TGATGCACTT TGTCTC 
N.meleagris (FM164778)  T-TTGCGTGT ATGGGGAATC ATTTTGACAC TGATGCACTT TGTCTC 
T.urogallus (FM164779)  T-TTGCGTGT ATGGGGAATC ATTTTGACAC TGATGCACTT TGTCTC  
s.rusticola (FM164780)  TGTCAAGTGT TTGGGGAATC ATATTGACAC TGATGCACTT TGTCTC 
C.palumbus  (FM164781)  G-TTAAAGAT ATCCGGTATC ACCTTGACAC TGATGCACTT TGTCTC  
G.gallus    (FM164782)  T-TTGCGTGT ATGGGGAATC ATCTTGACAC TGATGCACTT TGTCTC 
M.gallopavo (FM164783)  T-TTGCGTGT ATGTGGTATC ACCTTGACAC TGATGCACTT TGTCTC 
C.moschata  (FM164784)  T-TGGCGTAT ATGGGGTATC ATCTTGACAC TGATGCACTT TGTCTC 
A.anser     (FM164785)  T-TGGCGTAT ATGGGGAATC ATCTTGACAC TGATGCACTT TGTCTC
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III.1. IDENTIFICATION OF MEAT A ND MEAT PRODUC TS FROM GAME AND 
ALTERNATIVE POULTRY FARMING AVIAN SPECIES BY GENETIC TECHNIQUES 
 
 III.1.2. PCR USING SPECIES-SPECIFIC PRIMERS 
 
 
 Authentication of meats from quail (Coturnix coturnix), pheasant 
(Phasianus colchicus), partridge (Alectoris spp.), and guinea fowl (Numida 
meleagris) using polymerase chain reaction targeting specific sequences 
from the mitochondrial 12S rRNA gene.  
 
  
     
 
 
 
 
 
 
 Polymerase chain reaction assay for verifying the labelling of meat and 
commercial meat products from game birds targeting specific sequences 
from the mitochondrial D-loop region. 
 
 
Food Control 
 Volume 20, pages 896-902, 2009 
Poultry Science 
Volume 89, pages 1021-1032, 2010 
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 Mitochondrial and nuclear markers for the authentication of partridge meat 
and the specific identification of red-legged partridge meat products by 
polymerase chain reaction.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
.  
Poultry Science 
 Volume 90, pages 211-222, 2011 
  Animal Feed Science and Technology 
Volume 169, pages 128-133, 2011 
 Application of species-specific polymerase chain reaction assays to verify 
the labeling of quail (Coturnix coturnix), pheasant (Phasianus colchicus) and 
ostrich (Struthio camelus) in pet foods. 
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                                                                                                                                                               12SALEC-FW   
                       1     12S-FW                 12SPHA-FW                              12SNUM-FW         12SPHA-REV
C.coturnix  (AM902516) GGTAAATCTCGTGCCAGCCA.........C.......G.............-..-----.T................C..-....-.....TT..T.................G...C.................G...C............A.A.A.---...-CC.......CCA--..T..TC.... 
P.colchicus (AM902515) GGTAAATCTCGTGCCAGCCA.....................G.........-..-----.A...........AGTGGTCA-TATG-TTATCCTCACC.C........G..G.AC.........................CT........T.--..CA.---..---C.......CTC--CACGACTAATT 
A.rufa      (AM902517) GGTAAATCTCGTGCCAGCCA.........................T.....-A.-----.T................C..-....-.....CA..C..............GCAA.G......................CT..........CCACCTAA---AAA-CCATCTTAGTTC-CCA....T.... 
A.chukar    (AM944504) GGTAAATCTCGTGCCAGCCA.........................T.....-..-----.T................C..-....-.....CG..T...............C.A....G...................CT..........CGACCTAA---AAA-CCATCTTAGTTC-CCA....C.... 
A.barbara   (AM944502) GGTAAATCTCGTGCCAGCCA...............................-..-----.C................C..-....-.....TA..C..............GC.AG...G...................CT..........CCACCTAA---AA--CCATCTTAGTTCTCCA....C.... 
N.meleagris (AM902518) GGTAAATCTCGTGCCAGCCA.......................G......AT..-----.T................CT.-....-.....AA-.CC................T...................T.....T.......A....ACCTCA---AAA-CAATCTTAGCCA-CCA....C.... 
G.gallus    (NC001323) GGTAAATCTTGTGCCAGCCA...............................-.T-----.C................C..-....-.....TG..CC.G.......T......C...C...............T.....C.......A....A..CA.---.T--CC.......CCT-CA....TT.... 
M.gallopavo  (U83741)  GGTAAATCTTGTGCCAGCCA...............................-..-----.T................T..-....-C....TAT.CC..T..........G..T.........................T............G...A.---...ATG......ACTT--A....TC.... 
C.moschata  (AM902523) GGTAAATCTCGTGCCAGCCA................GG..........CT.T..ACATA.-G...............TA.TA...C.....CTACT.................CGG..........GC....A.....CG.......A.A..C.A.C.---.G.-TG.......AAACTAG....GG... 
A.anser     (AY164530) GGTAAATCTTGTGCCAGCCA............................CC.T..TATTG.CA...............TA.-A...CC....CTAGC.................C....G....................G.......A.A..C.A.T.---.G.-TG.......GAACTA.....TG... 
T.urogallus (AM902520) GGTAAATCTCGTGCCAGCCA...............................-T.-----.C................C..-T...-.....TC..ACG...............T.....................G...C...T....G..--...----------C.......CTG--..T..TT.... 
S.rusticola (AM902519) GGTAAATCTCGTGCCAGCCA.................G.......T..CT.TA.------A.G..............T-.T....-C....-GT.A..T......C...GG..C..................T......G..TAC....T.TC.T.G.CTA...ATG.......TAT--.GA..TAT... 
C.palumbus  (AM902521) GGTAAATCTCGTGCCAGCCA.........C......G..A.C..CT...C.T-T------CA...............A.T-....C.....-G..T...T....G......C.C.G..G.............TT...G.G...T...AA..GC...----A..TACG.C.C..AACTCAT.....TC.A. 
T.philomelos(AM902522) GGTAAATCTCGTGCCAGCCA.............G..GG.T.....T..CTTTAT------AA...............T.G-....-.....-CA.G..G.......T....A.C....G....................G.C.A....G..TC.G.CTTCA..GAAG.......AA-CA-....TT.... 
Consensus              GGTAAATCTCGTGCCAGCCACCGCGGTCATACAAGAAACCCAAATCAATAGNCCNNNNNANCCGGCGTAAAGAGTGGNCANCATGNTTATCNNCANTAACTAAGATCAAAATGNAACTAAGCTGTCATAAGCCCAAGATNCACCTAAGCCCANCCTNANNNAAANNNATCTTAGNNNNNCACGACNAATT 
 
                12SNUM-REV     12SALEC-REV   
C.coturnix  (AM902516) .C..T..............G................................A...........A......CAC----A...TT.T.........T...............................................................................C.............. 
P.colchicus (AM902515) TTACCCC............A............................................A...G..TAC----A....C.T.C.......C.............................................................................................. 
A.rufa      (AM902517) ...................A....................................T..............CCCCCATT...CAATATATCCGCCCGAGAACTACG.................................................................................. 
A.chukar    (AM944504) ...................A....................................T............T.CCA----T...CAATATATCCGCCCGAGAACTACG.................................................................................... 
A.barbara   (AM944502) .C.................A.................................................T.ACA---TTC..TAATATATCCGCCCGAGAACTACG.................................................................................... 
N.meleagris (AM902518) .C.................G................................A...........A.....TTCA----ATACCTAAGTATCCGCCTGAGAA..........................................................................C.............. 
G.gallus    (NC001323) .T.............T...A.C..............................A...........A......TCCC--ATC..AC.T.........T.............................................................................................. 
M.gallopavo  (U83741)  ....G..............G..................................................TAAT----A...TC.C.........T.................................................T.........................G.................. 
C.moschata  (AM902523) ...................G.C................................................TTATC---C....G.A.........A.................................................T.........................G..........C....... 
A.anser     (AY164530) ...................G.C................................................TTACT---T....G.A.........A............................................................................C............C.... 
T.urogallus (AM902520) ...G...............GT.....................................T.....A......TAT----A....CTT.........T.................................................T............................................ 
S.rusticola (AM902519) ...TT..........T...A.T..............................A...A...........GT.TTCC-ATA....T.GAC.......A......................................................................................C.....T. 
C.palumbus  (AM902521) G..CT..............GT...............................................G.TCTAT--ATA...A.A.C.......T...........................................................................G..........C....... 
T.philomelos(AM902522) G..G-..............A.C..............................................G.TCGAT--AT....TGA.C.......C...........................................................................G........G......... 
Consensus              TAAACCCACGAAAGCCAGGNCACAAACTGGGATTAGATACCCCACTATGCCTGGCCCTAAATCTTGATACCNNNNNNNNTACCNANGTATCCGCCNGAGAACTACGAGCACAAACGCTTAAAACTCTAAGGACTTGGCGGTGCCCCAAACCCACCTAGAGGAGCCTGTTCTATAATCGATAATCCACGAT 
 
 
C.coturnix  (AM902516) CT-......................-...............................-T........AA...........T...T..C-.G.----............................T.....A.........................-.A.-.......A---..........A....... 
P.colchicus (AM902515) C.-......................-...............................-A........GC...........T...C..T-..A---C.....GC.....................C...............................-.T.-.....T.---A..........A.G..... 
A.rufa      (AM902517) T.-.........T..T.........-.........................T......C........AG...........C...C..T-...----............................T.....A.........................-.T.-.....T.A---...G......A....... 
A.chukar    (AM944504) T.-.........T..T.........-.........................T......C........AG...........C...C..T-.T.----............................C.....A.........................-...-.......A---...G......A....... 
A.barbara   (AM944502) T.-.........T..T.........-.........................T......T........AG...........C...C..C-...----.....G......................T.....A.........................-...-.....T.A---...G......A....... 
N.meleagris (AM902518) C.-...........T..........-...............................AC.-......CG...........T...C..T-...----......C.....................C...A...........................-G..-.......CT-C.........AG....... 
G.gallus    (NC001323) T.-...................G..-................................T........AA...........T...T..C-...---T.G..........................T.........G.....................-...-.......A---..........ATG..... 
M.gallopavo  (U83741)  C.-...........T..........-...............................AA........AT...T.......T...T..T-..-----......C.....................C...A...........................-...-.......G---..........G.G..... 
C.moschata  (AM902523) CA-....................A.-................................G.....G..CA...........G...C..CA...---C.G..........................C......C...................CC...C...C...GG..G--C.......GAAG....... 
A.anser     (AY164530) TA-......................-................................G.....G..CA........GA.A...T..CA...---C-G..........................T....A.....................CC...TT..-...GG..---C...G...GAAG.G..... 
T.urogallus (AM902520) T.-..................C.A.-...............................-A........AC...A.......T...T..T-..----C.G....C.....................C...............................-.T.-.....T.G--A..........A.G..... 
S.rusticola (AM902519) A.-....G.....T........GA.G.........................T......C.....G..CTAT.T.......A...T..TC.A.AACC......C..........G.........TA....A..........................-...A....TA.CCAT...G..GG..G....... 
C.palumbus  (AM902521) A.-....G.....TT........A.A.........................T......TTC...G..TA.C.........A...CC.CT.TAACCC.G....C.....................C...AA..........................ACT--.....A.TCTC.......G..GT...... 
T.philomelos(AM902522) ATT...TG....TTT.....ACGA.A.......T.......................TTCC...C..CC........GA.G...T..C-.TAACCC-G...G......................T....AA......C..................G.T--.......T---...G.T.G..GT...... 
Consensus              NCNACCCAACCACCCCTTGCCAACANCAGCCTACATACCGCCGTCGCCAGCCCACCTCNAATGAAAGNNCAACAGTGAGCNCAANAGNNCCCNNNNCACTAATAAGACAGGTCAAGGTATAGCCNATGGGGTGGAAGAAATGGGCTACATTTTCTANACANTAGAACANNNNACGAAAAAGGNCATGAAA 
 
                             12SCOT-FW                   12SCOT-REV                  12S-REV      757 
C.coturnix  (AM902516) C.TG.T.............ATTTAGCAGTAAAATGGGATCACTT--T------.............T.......A...............................A-....T..T..T...G---.......-.C..CCAACCATTAAGCCAAAGACGA.....GTCGTAACAAGGTAAGCATACTGGA 
P.colchicus (AM902515) C..-.T............................A.......G.C-TCTTCA....T................................................G-C.G.....C..T..T.---.......-....C--.ACAT.AA..C.............GTCGTAACAAGGTAAGCATACTGGA 
A.rufa      (AM902517) A..G.T...AA....................GA..A..T...C.--CC----...T...C..............................................AT.......T.......---.......-....---..GCC.CG................GTCGTAACAAGGTAAGCATACTGGA 
A.chukar    (AM944504) A..G.T...AA....................GA..A..T...C.--CC----...T...C..............................................AT.......T.......---.......-....---..ACC.CG................GTCGTAACAAGGTAAGCATACTGGA 
A.barbara   (AM944502) A..G.T...AA....................GA..A..T...C.--CC----...T...C..............................................AT.......T.......---.......-...T---.TACT.CG................GTCGTAACAAGGTAAGCATACTGGA 
N.meleagris (AM902518) -..T......A.....................A...........--ATCTTA......T......C....T...................................-C.......CTC....G---....C..-.C..---..TCC.CG..C.............GTCGTAACAAGGTAAGCATACTGGA 
G.gallus    (NC001323) -..C......A........................A..T.....--CCCCTA...T..............T...A...............................-C......TC....T..---.......T....TTC..CTC.CG.............C..GTCGTAACAAGGTAAGTGTACCGGA 
M.gallopavo  (U83741)  -.TC..............................AA........TTCTCTTA....T....A........................................C...-C....T.TC..TTT..---.......-....C--.AACC.TA........T.......GTCGTAACAAGGTAAGCGTACCGGA 
C.moschata  (AM902523) --.T..TTC..............................A...G--------....T........C.......A............................C...-C.......ACC.C.AC---....C..-....C--.TAAA.AT..C.....T.......GTCGTAACAAGGTAAGCATACTGGA 
A.anser     (AY164530) --.CA.TTC.......C......................A...G--------....T........C....................................C...-A.......ATC.C-AC---....C..-....C--ATAAATAC...G....T.......GTCGTAACAAGGTAAGTGTACCGGA 
T.urogallus (AM902520) C.TA.T..........................A.A...T.....--TTTTCA....T.T...............................................-T.G.....A....A..---.......-....TT-..CATAAA..C.............GTCGTAACAAGGTAAGCATACTGGA 
S.rusticola (AM902519) -.TG....CCC.....C................CT....A....-------A....T.......ACT...................................C...-C.G..T..A.T..T..T-A...C...-....---GAATTAAA...G............GTCGTAACAAGGTAAGCATACTGGA 
C.palumbus  (AM902521) --.AA...C.......T................C.....A...T--------.....C.......C....T...............................C...-T....TCTA...-TACT-A.......-....---..CTATCC........T.......GTCGTAACAAGGTAAGCATACTGGA 
T.philomelos(AM902522) --.T....C.......C................A.A...A..CG--------.....T.......C....T....A..........................C...-T....GC.C.....ACCCA...CC..-...A---G.CAT.CA........G.......GTCGTAACAAGGTAAGCATACTGGA 
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            1              
C.coturnix  (AM902516) .............................C.......G.............-..-----.T................C..-....-.....TT.. 
P.colchicus (AM902515) .........................................G.........-..-----.A................T..-T...-.....CT.. 
A.rufa      (AM902517) .............................................T.....-A.-----.T................C..-....-.....CACA 
A.chukar    (AM944504) .............................................T.....-..-----.T................C..-....-.....CG.. 
A.barbara   (AM944502) ...................................................-..-----.C................C..-....-.....TA.. 
P.perdix    (FN675565) .........................................T.G.......-..------C................T..-T...-C....TA.. 
N.meleagris (AM902518) ...........................................G......AT..-----.T................CT.-....-.....AA-. 
G.gallus    (NC001323) ...................................................-.T-----.C................C..-....-.....TG.. 
M.gallopavo  (U83741)  ...................................................-..-----.T................T..-....-C....TAT. 
C.moschata  (AM902523) ....................................GG..........CT.T..ACATA.-G...............TA.TA...C.....CTAC 
A.anser     (AY164530) ................................................CC.T..TATTG.CA...............TA.-A...CC....CTAG 
S.rusticola (AM902519) .....................................G.......T..CT.TA.------A.G..............T-.T....-C....-GT. 
C.palumbus  (AM902521) .............................C......G..A.C..CT...C.T-T------CA...............A.T-....C.....-G.. 
T.philomelos(AM902522) .................................G..GG.T.....T..CTTTAT------AA...............T.G-....-.....-CA. 
Consensus              GGTAAATCTCGTGCCAGCCACCGCGGTCATACAAGAAACCCAAATCAATAGNCCNNNNNANCCGGCGTAAAGAGTGGNCANCATGNTTATCNNCA 
 
                       12SARUFA-FW                                         12SALEC-FW   12PERDIX-FW      
C.coturnix  (AM902516) T.................G...C.................G...C............A.A.A.---...-CC.......CCA--..T..TC.... 
P.colchicus (AM902515) CC.C........G..G.AC.........................CT........T.--..CA.---..---C.......CTC--......T.... 
A.rufa      (AM902517) CTAACTAAGATCAAAGCAAAGCTAA..................CT..........CCACCTAA---AAA-CCATCTTAGTTC-CCA....TAATT 
A.chukar    (AM944504) T...............C.A....G...................CT..........CGACCTAA---AAA-CCATCTTAGTTC-CCA....C.... 
A.barbara   (AM944502) C..............GC.AG...G...................CT..........CCACCTAA---AA--CCATCTTAGTTCTCCA....C.... 
P.perdix    (FN675565) ACC-........G.....C........................CT...T.....T..A.T.T.---.C--CC.......CCC--A.T..TT.... 
N.meleagris (AM902518) CC................T...................T.....T.......A....ACCTCA---AAA-CAATCTTAGCCA-CCA....C.... 
G.gallus    (NC001323) CC.G.......T......C...C...............T.....C.......A....A..CA.---.T--CC.......CCT-CA....TT.... 
M.gallopavo  (U83741)  CC..T..........G..T.........................T............G...A.---...ATG......ACTT--A....TC.... 
C.moschata  (AM902523) T.................CGG..........GC....A.....CG.......A.A..C.A.C.---.G.-TG.......AAACTAG....GG... 
A.anser     (AY164530) C.................C....G....................G.......A.A..C.A.T.---.G.-TG.......GAACTA.....TG... 
S.rusticola (AM902519) A..T......C...GG..C..................T......G..TAC....T.TC.T.G.CTA...ATG.......TAT--.GA..TAT... 
C.palumbus  (AM902521) T...T....G......C.C.G..G.............TT...G.G...T...AA..GC...----A..TACG.C.C..AACTCAT.....TC.A. 
T.philomelos(AM902522) G..G.......T....A.C....G....................G.C.A....G..TC.G.CTTCA..GAAG.......AA-CA-....TT.... 
Consensus              NTAACTAAGATCAAAATGNAACTAAGCTGTCATAAGCCCAAGATNCACCTAAGCCCANCCTNANNNAAANNNATCTTAGNNNNNCACGACNAATT 
 
                           12SARUFA-REV                                                              12SPERDIX-REV   
C.coturnix  (AM902516) .C..T..............G................................A...........A......CAC----A...TT.T......... 
P.colchicus (AM902515) .T.C...............A............................................A...G..TAC----A....C.T.C....... 
A.rufa      (AM902517) TAAACCCACGAAAGCCAG.A....................................T..............CCCCCATT...CAATATATCCGCC 
A.chukar    (AM944504) ...................A....................................T............T.CCA----T...CAATATATCCGCC 
A.barbara   (AM944502) .C.................A.................................................T.ACA---TTC..TAATATATCCGCC 
P.perdix    (FN675565) ...C...............A............................................A..C...CGC----AC...CGA..G...... 
N.meleagris (AM902518) .C.................G................................A...........A.....TTCA----A....T.A......... 
G.gallus    (NC001323) .T.............T...A.C..............................A...........A......TCCC--ATC..AC.T......... 
M.gallopavo  (U83741)  ....G..............G..................................................TAAT----A...TC.C......... 
C.moschata  (AM902523) ...................G.C................................................TTATC---C....G.A......... 
A.anser     (AY164530) ...................G.C................................................TTACT---T....G.A......... 
S.rusticola (AM902519) ...TT..........T...A.T..............................A...A...........GT.TTCC-ATA....T.GAC....... 
C.palumbus  (AM902521) G..CT..............GT...............................................G.TCTAT--ATA...A.A.C....... 
T.philomelos(AM902522) G..G-..............A.C..............................................G.TCGAT--AT....TGA.C....... 
Consensus              TAAACCCACGAAAGCCAGGNCACAAACTGGGATTAGATACCCCACTATGCCTGGCCCTAAATCTTGATACCNNNNNNNNTACCNANGTATCCGCC 
 
                       12SALEC-REV                                                                                380  
C.coturnix  (AM902516) T...............................................................................C.............. 
P.colchicus (AM902515) C.............................................................................................. 
A.rufa      (AM902517) CGAGAACTACG.................................................................................... 
A.chukar    (AM944504) CGAGAACTACG.................................................................................... 
A.barbara   (AM944502) CGAGAACTACG.................................................................................... 
P.perdix    (FN675565) T.................................................T.........................G...C.............. 
N.meleagris (AM902518) T...............................................................................C.............. 
G.gallus    (NC001323) T.............................................................................................. 
M.gallopavo  (U83741)  T.................................................T.........................G.................. 
C.moschata  (AM902523) A.................................................T.........................G..........C....... 
A.anser     (AY164530) A............................................................................C............C.... 
S.rusticola (AM902519) A......................................................................................C.....T. 
C.palumbus  (AM902521) T...........................................................................G..........C....... 
T.philomelos(AM902522) C...........................................................................G........G......... 
Consensus              NGAGAACTACGAGCACAAACGCTTAAAACTCTAAGGACTTGGCGGTGCCCCAAACCCACCTAGAGGAGCCTGTTCTATAATCGATAATCCACGAT 
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III.1. IDENTIFICATION OF MEAT A ND MEAT PRODUC TS FROM GAME AND 
ALTERNATIVE POULTRY FARMING AVIAN SPECIES BY GENETIC TECHNIQUES 
  
 III.1.3. REAL-TIME PCR  
 
 Novel TaqMan real-time polymerase chain reaction assay for verifying the 
authenticity of meat and commercial meat products from game birds.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
.  
 
 
 
 
Food Additives and Contaminants 
 Volume 27, pages 749-763, 2010 
Food Control 
Volume 22, pages 523-531, 2011 
 Application of a real-time PCR assay for the detection of ostrich (Struthio 
camelus) mislabelling in meat products from the retail market. 
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 Development of a real-time PCR assay to control the illegal trade of meat 
from protected capercaillie species (Tetrao urogallus).  
 
  
     
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Food Control 
Volume 23, pages 369-376, 2012 
Forensic Science International 
Volume 210, pages 131-138, 2011 
 Authentication of meat and commercial meat products from common pigeon 
(Columba livia), woodpigeon (Columba palumbus), and stock pigeon 
(Columba oenas) using a TaqMan® real-time PCR assay. 
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IV.1. IDENTIFICACIÓN DE CAR NES Y 
PRODUCTOS CÁRNIC OS PROCEDEN-
TES DE ES PECIES DE AVES DE CAZA Y  
DE LA AVICULTURA ALTERNATIVA POR 
TÉCNICAS GENÉTICAS 
 La determinación del origen de las 
materias primas e ingredientes de los 
alimentos es un requisito fundamental para 
cumplir con las exigencias legales de 
etiquetado y trazabilidad. Concretamente, las 
carnes y productos cárnicos procedentes de 
especies de aves de caza y de la avicultura 
alternativa, son a menudo objeto de un 
etiquetado fraudulento debido a las diferen-
cias de precio que se registran entre las 
distintas especies que se comercializan. 
Este tipo de fraudes se suelen producir con 
mayor frecuencia en productos fileteados, 
deshuesados, picados, escabechados, etc., 
así como en diferentes preparaciones 
culinarias en las que no es posible reconocer 
morfológicamente las especies de proce-
dencia. Por ello, es necesario el desarrollo 
de métodos de análisis eficaces y rápidos 
que garanticen la autenticidad de los 
productos comercializados (Brodmann y col., 
2001; Mafra y col., 2008). Asimismo, la 
identificación de especies es importante para 
verificar el cumplimiento de las prohibiciones 
y vedas que establece la ley de caza. La 
caza furtiva, junto con el comercio de 
especies protegidas, ha contribuido a poner 
en peligro la supervivencia de un elevado 
número de especies de aves (Teletchea y 
col., 2005). 
La metodología convencional utilizada 
para la identificación de especies ha estado 
predominantemente basada en el análisis de 
proteínas. Sin embargo, actualmente las 
técnicas basadas en el análisis del ADN, 
constituyen una atractiva estrategia para la 
identificación de especies, ya que son 
rápidas, pueden diferenciar especies estre-
chamente relacionadas y permiten el análisis 
de muestras sometidas a tratamientos 
térmicos intensos (Tingey, 2003; Teletchea y 
col., 2005).  
La reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR) ha sido, con diferencia, la 
herramienta que ha permitido una mayor 
expansión de las técnicas genéticas. Hasta 
su descubrimiento en la década de los 
ochenta, si se quería obtener un deter-
minado fragmento de ADN en cantidad 
suficiente para su análisis, el único camino 
viable era seguir laboriosos y lentos 
procedimientos de clonación. La técnica de 
PCR, sin embargo, permite obtener millones 
de copias de una secuencia específica de 
ADN mediante una simple reacción enzimá-
tica. Por ello, esta técnica ha causado un 
profundo impacto en todas las áreas de 
investigación biológica y biomédica y se 
emplea en multitud de aplicaciones: 
diagnóstico de enfermedades genéticas y 
hereditarias, detección de infecciones micro-
bianas, estudios de evolución molecular, 
medicina forense, identificación de especies 
y detección de microorganismos patógenos y 
alterantes de los alimentos (Klingspor y Jalal, 
2006; Sevilla y col., 2007; Lu y col., 2008; 
Rantsiou y col., 2008). 
 Asimismo, las técnicas de PCR se 
han empleado con éxito en la identificación 
de diferentes especies animales en los 
alimentos, bien de forma directa (Herman,  
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2001; Ha y col., 2006; Tobe y Linacre, 2008), 
o complementada con otras técnicas como la 
secuenciación (Girish y col., 2004; Maede, 
2006; Prado y col., 2007; La Neve y col., 
2008), el análisis del polimorfismo en la 
longitud de los fragmentos de restricción de 
regiones amplificadas por PCR (PCR-RFLP) 
(Shin y col., 2006; Zhang y col., 2007; Chen 
y col., 2010) o el análisis del polimorfismo 
del ADN amplificado con cebadores arbi-
trarios (RAPD) (Sáez y col., 2004; Arslan y 
col., 2005; Mane y col., 2008), entre otras. 
 Las técnicas de PCR se han utilizado 
para la determinación del origen animal en 
un amplio número de alimentos como la 
leche y productos lácteos (Abdel-Rahman y 
Ahmed, 2007; López-Calleja y col., 2007; 
Dalmasso y col., 2010; De y col., 2011), 
pescado y productos de la pesca (Lin y 
Hwang, 2007; Hubalkova y col., 2008; 
Pascoal y col., 2008; Sánchez y col., 2009) y 
carne y productos cárnicos (Di Pinto y col., 
2005; Park y col., 2007; Bai y col., 2009; 
Wang y col., 2010). En el caso de la carne y 
productos cárnicos, son numerosos los 
estudios dirigidos a la identificación de 
especies domésticas de consumo habitual 
como la vaca, oveja, cerdo, pollo, pavo, pato 
y oca (Rodríguez y col., 2003a; Jonker y col., 
2008; Kesmen y col., 2009; Köppel y col., 
2009; Soares y col., 2010) o especies de 
caza mayor como el ciervo, corzo, gamo, 
rebeco y jabalí (Brodmann y col., 2001; 
Rajapaksha y col., 2002; La Neve y col., 
2008; Fajardo y col., 2008, 2009). Sin 
embargo, cabe señalar que las publicaciones 
existentes hasta el momento en el área de la 
identificación genética de especies de aves 
de caza y de la avicultura alternativa son, 
comparativamente, mucho más escasas 
(Girish y col., 2007; Chisholm y col., 2008a; 
Stamoulis y col., 2010). Por ello, este trabajo 
de investigación se ha centrado en la puesta 
a punto de diversas técnicas genéticas 
(PCR-RFLP, PCR con cebadores especie-
específicos y PCR en tiempo real) para la 
identificación de carnes y productos cárnicos 
procedentes de especies de aves de caza y 
de la avicultura alternativa, entre las que se 
incluyen la codorniz (Coturnix coturnix), 
perdiz roja (Alectoris rufa), perdiz chukar 
(Alectoris chukar), perdiz moruna (Alectoris 
barbara), perdiz pardilla (Perdix perdix), 
faisán (Phasianus colchicus), pintada 
(Numida meleagris), paloma bravía 
(Columba livia), paloma torcaz (Columba 
palumbus), paloma zurita (Columba oenas), 
becada (Scolopax rusticola), zorzal común 
(Turdus philomelos), urogallo (Tetrao 
urogallus) y avestruz (Struthio camelus). 
Asimismo, se ha abordado la diferenciación 
de estas carnes de otras procedentes de 
especies domésticas como el pollo, pavo, 
pato y oca. A continuación, se describen los 
resultados más relevantes alcanzados en 
cada uno de los objetivos planteados. 
IV.1.1. TÉCNICA DE PCR-RFLP 
El primer objetivo de este trabajo de 
investigación consistió en el desarrollo de 
técnicas de PCR-RFLP (análisis del polimor-
fismo en la longitud de los fragmentos de 
restricción de regiones amplificadas por 
PCR) para la identificación de carnes 
procedentes de codorniz, faisán, perdiz roja, 
perdiz chukar, pintada, urogallo, becada, 
paloma torcaz, paloma bravía, zorzal común 
y avestruz, así como para su diferenciación 
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de otras especies comerciales como el pollo, 
pavo, pato de berbería y oca.  
La identificación de especies ani-
males mediante técnicas genéticas exige 
una cuidadosa selección de los marcadores 
genéticos a utilizar. El gen seleccionado 
debe poseer regiones conservadas que 
permitan amplificar el mismo fragmento de 
ADN en todas las especies objeto de 
estudio, pero a la vez las regiones de ADN 
seleccionadas deben poseer un grado de 
mutación suficiente para que especies 
estrechamente relacionadas tengan secuen-
cias de nucleótidos diferentes, sin que exista 
polimorfismo intraespecífico.  
Muchos de los trabajos sobre 
identificación genética de especies animales 
se basan en el análisis del genoma 
mitocondrial. Se trata de un ADN haploide y 
no recombinante, que no posee intrones y 
apenas tiene espacios intergénicos. Ade-
más, es mucho más pequeño que el ADN 
nuclear (16 500 + 500 pb) y cada célula 
posee miles de copias (Fumière y col., 
2009). Esta última particularidad es impor-
tante cuando el material genético de partida 
es muy escaso o se encuentra degradado. 
Asimismo, el ADN mitocondrial tiene una 
tasa de evolución de cinco a diez veces 
superior al ADN nuclear, cualidad que le 
confiere un apropiado nivel de variabilidad 
genética para la diferenciación de especies 
(Meyer, 1993). Los marcadores mitocon-
driales más utilizados para la diferenciación 
de especies animales en los alimentos han 
sido el gen que codifica para el citocromo b 
(Verkaar y col., 2002; Aida y col., 2005; Di 
Pinto y col., 2005; Yan y col., 2005; Maede, 
2006; Tanabe y col., 2007; Abdel-Rahman y 
col., 2009; Bai y col., 2009; Nebola y col., 
2010; Stamoulis y col., 2010), el gen 12S 
ARNr (Sun y Lin, 2003; Girish y col., 2005; 
Fajardo y col., 2006; Che Man y col., 2007; 
Natonek-Wisniewska y Slota, 2009; Chen y 
col., 2010; Wang y col., 2010), el gen 16S 
ARNr (Abdulmawjood y Bülte, 2001; 
Fujimura y col., 2008; Ghovvati y col., 2009; 
Pascoal y col., 2011), la región D-loop 
(Montiel-Sosa y col., 2000; Quinteiro y col., 
2001; Fajardo y col 2007c; Haunshi y col., 
2009; Sánchez y col., 2009), el gen 
citocromo oxidasa I (Feligini y col., 2007;  
Espiñeira y col., 2008; Xia y col., 2009; 
Herrero y col., 2010; Rasmussen y col., 
2010), las subunidades de la NADH 
deshidrogenasa (Infante y col., 2006; 
Kesmen y col., 2007; Rastogi y col., 2007) y 
las subunidades de la ATPasa (Bertoja y 
col., 2009; Kesmen y col., 2009; Shinoda y 
col., 2011).  
No obstante, a pesar de que la 
mayoría de los estudios de identificación de 
especies han empleado ADN mitocondrial, 
otros emplean genes nucleares, como el gen 
que codifica la α-actina (Rodríguez y col., 
2003b; Rastogi y col., 2007), el gen 5S ARNr 
(Infante y Manchado, 2006; Asensio, 2008; 
Pinhal y col., 2008; Bektas y Belduz, 2009; 
Catanese y col., 2010), el gen que codifica el 
receptor 1 de la melanocortina (MC1R) 
(Maudet y Taberlet, 2002; Evans y col., 
2007; Sasazaki y col., 2007; Fajardo y col., 
2008a) o el gen supresor de tumores p53 
(Carrera y col., 2000; Bellis y col., 2003). 
Para llevar a cabo las técnicas de 
PCR-RFLP planteadas en este trabajo, se 
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consideró conveniente seleccionar genes 
con regiones conservadas entre las especies 
objeto de estudio, para poder amplificar un 
fragmento conservado en todas ellas. 
Asimismo, los genes seleccionados debían 
poseer un nivel adecuado de polimorfismos 
interespecíficos que permitiesen la diferen-
ciación de especies mediante el empleo de 
enzimas de restricción. Tras la búsqueda 
bibliográfica y el posterior estudio de 
secuencias disponibles en la base de datos 
Genbank/EMBL del NCBI (National Center 
for Biotechnology Information), los marca-
dores elegidos para el desarrollo de técnicas 
de PCR-RFLP para la identificación de 
especies de aves de caza y de la avicultura 
alternativa, fueron el gen mitocondrial que 
codifica la subunidad 12S del ARN 
ribosómico (gen 12S ARNr) y la región 
polimórfica D-loop incluida en la región 
control del ADN mitocondrial. Estos genes 
presentan una longitud y una tasa de 
mutación adecuadas para la identificación de 
especies estrechamente relacionadas. La 
zona D-loop, en particular, posee una 
elevada tasa de evolución debido a 
sustituciones, adiciones y deleciones de 
nucleótidos, siendo la principal responsable 
de las variaciones en longitud que presenta 
el genoma mitocondrial (Fajardo y col., 
2007a). Aunque en la identificación de 
especies animales en los alimentos 
mediante PCR-RFLP, la mayoría de los 
trabajos publicados utilizan como marcador 
genético el gen mitocondrial citocromo b 
(Wolf y col., 1999; Partis y col., 2000; 
Abdulmawjood y Bülte, 2002; Verkaar y col., 
2002; Pfeiffer y col., 2004; Maede, 2006; 
Pascoal y col., 2008; Murugaiah y col., 
2009), el gen 12S ARNr y la región D-loop 
también han sido ampliamente utilizados con 
este fin (Sun y Lin, 2003; Fajardo y col, 
2006; Girish y col., 2007; Malisa y col., 2007; 
Park y col., 2007; Saini y col., 2007; Wang y 
col., 2010). 
Una vez elegidos los genes 12S 
ARNr y D-loop como marcadores genéticos, 
se procedió al diseño de parejas de 
cebadores que permitieran la amplificación 
de fragmentos conservados de cada uno de 
los genes seleccionados en codorniz, faisán, 
perdiz roja,  perdiz chukar, pintada, becada, 
paloma torcaz, paloma bravía, zorzal común, 
urogallo, avestruz, pollo, pavo, pato de 
berbería y oca. En el caso de la técnica 
desarrollada en el gen 12S ARNr, se 
seleccionaron los cebadores 12S-Fw y 12S-
Rev diseñados por Fajardo y col. (2006) a 
partir de secuencias del gen 12S ARNr de 
varias especies de aves y mamíferos. El 
empleo de esta pareja de cebadores en una 
técnica de PCR permitió la amplificación de 
un fragmento conservado de aproximada-
mente 720 pb a partir del ADN extraído de 
tejido muscular de las especies objeto de 
estudio. Con relación al ensayo basado en la 
región mitocondrial D-loop, el estudio 
informático de las secuencias disponibles en 
la base de datos Genbank/EMBL de este 
marcador para diferentes especies animales, 
permitió el diseño de los cebadores 
DloopShort-Fw y DloopShort-Rev, que 
amplificaron un fragmento conservado de 
aproximadamente 310 pb en todas las 
especies analizadas, a excepción del 
avestruz, en la que no se obtuvo amplifica-
ción con estos cebadores.  
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Tras comprobar la idoneidad de la 
amplificación de los fragmentos conservados 
de 720 y 310 pb con las parejas de 
cebadores 12S-Fw/12S-Rev y DloopShort-
Fw/DloopShort-Rev, respectivamente, se 
purificaron y secuenciaron los amplicones 
obtenidos a partir del ADN extraído de al 
menos dos ejemplares de cada especie. Las 
secuencias obtenidas se registraron en la 
base de datos Genbank/EMBL. Los números 
de acceso de las secuencias del gen 12S 
ARNr son los siguientes: AM902516, 
(codorniz); AM902515 (faisán); AM902517 
(perdiz roja); AM944504 (perdiz chukar); 
AM902518 (pintada); AM902520 (urogallo); 
AM902519 (becada); AM902521 (paloma 
torcaz); FN675577 (paloma bravía);  
AM902522 (zorzal común), FN675552 
(avestruz) y AM902523 (pato de berbería). 
Conviene señalar que en el pollo, pavo y 
oca, no se procedió a la purificación y 
secuenciación del fragmento de 720 pb del 
gen 12S ARNr debido al elevado número de 
secuencias de este gen disponibles en la 
base de datos Genbank/EMBL para las tres 
especies. Por otra parte, las secuencias del 
gen D-loop aparecen registradas en la base 
de datos con los siguientes números de 
acceso: FM164774 (codorniz); FM164775 
(faisán); FM164776 (perdiz roja); FM164777 
(perdiz chukar); FM164778 (pintada); 
FM164779 (urogallo); FM164780 (becada); 
FM164781 (paloma torcaz); FN376876 
(paloma bravía); FN376877 (zorzal común); 
FM164782 (pollo); FM164783 (pavo); 
FM164784 (pato de berbería) y FM164785 
(oca). El registro de estas secuencias en la 
base de datos Genbank/EMBL adquiere gran 
relevancia, puesto que para muchas de las 
especies objeto de estudio no se disponía de 
secuencias de los genes mitocondriales 12S 
ARNr y D-loop registradas previamente, o 
bien estas eran escasas o de menor tamaño.  
La información contenida en las 
secuencias permitió elaborar los mapas de 
restricción de las especies objeto de estudio. 
En el caso de la técnica de PCR-RFLP 
basada en el gen 12S ARNr, se seleccio-
naron las enzimas AluI y BfaI para llevar a 
cabo la diferenciación de las especies diana. 
En la Figura 1 (págs. 80-81) se muestra el 
alineamiento de las secuencias del gen 12S 
ARNr de codorniz, faisán, perdiz roja, 
pintada, urogallo, becada, paloma torcaz, 
zorzal común, pollo, pavo, pato de berbería y 
oca, y aparece marcada la posición de las 
dianas de restricción de las dos endonu-
cleasas seleccionadas. La Figura 2 (pág. 84) 
incluye los perfiles electroforéticos obtenidos 
tras la digestión de los productos de PCR del 
gen 12S ARNr de las especies mencionadas 
con las enzimas AluI y BfaI. La digestión de 
los productos de PCR con las endonu-
cleasas seleccionadas originó patrones de 
bandas especie-específicos. La enzima AluI 
generó perfiles característicos en codorniz, 
perdiz roja, pintada, becada, paloma torcaz, 
pollo, pavo y pato de berbería. No obstante, 
el perfil electroforético obtenido en las 
muestras de faisán y urogallo fue práctica-
mente similar. Asimismo, los patrones de 
bandas obtenidos en zorzal común y oca 
podrían confundirse en las imágenes 
electroforéticas, debido a la proximidad en la 
longitud de sus fragmentos de restricción. 
Por este motivo se seleccionó otra enzima, 
la BfaI, que permitió la diferenciación 
inequívoca de estas cuatro especies.  
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Por otra parte, en este trabajo 
también se llevó a cabo el análisis por PCR-
RFLP de perdiz chukar, paloma bravía y 
avestruz. La digestión de los productos de 
PCR del gen 12S ARNr de perdiz chukar con 
las enzimas AluI y BfaI generó perfiles 
electroforéticos similares a los obtenidos 
para la perdiz roja. Con relación a la paloma 
bravía y el avestruz, los perfiles electro-
foréticos obtenidos fueron distintos a los 
generados en el resto de especies 
analizadas. Las muestras de paloma bravía 
originaron fragmentos visibles de 302, 122, 
73, 72 y 68 pb con la enzima AluI, y de 350, 
193 y 167 pb con la enzima BfaI. En el caso 
del avestruz, la digestión de los productos de 
PCR del gen 12S ARNr con las enzimas AluI 
y BfaI dio lugar a fragmentos visibles de 452, 
107 y 78 pb, y de 328, 276 y 110 pb, respec-
tivamente (resultados no mostrados). 
Con respecto a la técnica de PCR-
RFLP basada en el gen D-loop, tras el 
estudio detallado de los mapas de restricción 
obtenidos, se seleccionaron las endonu-
cleasas HinfI, MboII y Hpy188III para llevar a 
cabo la diferenciación de las especies objeto 
de estudio. En la Figura 3 (pág. 93) aparece 
el alineamiento de las secuencias obtenidas 
del gen D-loop de codorniz, faisán, perdiz 
roja, perdiz chukar, pintada, urogallo, becada, 
paloma torcaz, pollo, pavo, pato de berbería 
y oca, así como la localización de los lugares 
de restricción de las tres enzimas elegidas. 
El empleo combinado de las endonucleasas 
HinfI, MboII y Hpy188III en reacciones de 
restricción independientes, hizo posible la 
identificación inequívoca de todas las 
especies analizadas. Como puede obser-
varse en la Figura 4 (pág. 95), la enzima 
HinfI permitió la diferenciación de codorniz y 
pintada del resto de especies. Sin embargo, 
los perfiles electroforéticos obtenidos en las 
muestras de faisán, perdiz roja, perdiz 
chukar, pintada, pollo, oca, urogallo y 
becada, fueron similares. Asimismo, la 
ausencia de dianas de restricción para esta 
enzima en pavo, pato de berbería y paloma 
torcaz, generó un fragmento no digerido de 
aproximadamente el mismo tamaño en las 
tres especies, impidiendo de este modo la 
diferenciación de las mismas. No obstante, 
los perfiles electroforéticos generados con la 
enzima MboII permitieron la diferenciación 
de paloma torcaz, becada, pollo, pavo, pato 
de berbería y oca del resto de especies. 
Finalmente, para la diferenciación de perdiz 
roja, perdiz chukar, faisán y urogallo fue 
necesario el empleo de la enzima Hpy188III. 
Conviene especificar que la técnica de PCR-
RFLP desarrollada se empleó también para 
llevar a cabo la diferenciación de zorzal 
común y paloma bravía. No obstante, los 
productos de PCR del gen D-loop amplifi-
cados a partir del ADN de zorzal común 
presentaron una intensidad escasa, lo que 
dificultó la visualización de las bandas 
originadas tras la restricción enzimática de 
los mismos con las enzimas HinfI, MboII y 
Hpy188III. Aun así, a pesar de la escasa 
intensidad de las bandas, pudo comprobarse 
que los perfiles electroforéticos eran distintos 
a los generados en el resto de especies, al 
obtenerse bandas de 306 pb con la enzima 
HinfI, 161, 96 y 49 pb con la enzima MboII, y 
119, 110 y 77 pb con la enzima Hpy188III. 
Con relación a la paloma bravía, la digestión 
de los productos de PCR del gen D-loop con 
las tres enzimas seleccionadas generó 
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perfiles electroforéticos similares a los 
obtenidos para la paloma torcaz (resultados 
no mostrados). 
En ambas técnicas, los fragmentos 
de ADN obtenidos en cada especie tras el 
análisis electroforético de los productos de la 
digestión con las endonucleasas seleccio-
nadas, coincidieron con los correspondientes 
mapas de restricción (Tabla 1, pág. 83; 
Tabla 2, pág. 94). Se debe aclarar que 
aunque la resolución del gel de agarosa no 
permitió visualizar los fragmentos menores 
de 50 pb resultantes de las digestiones 
enzimáticas, el número y el tamaño de las 
bandas de ADN que se observaron en los 
geles fueron suficientes y adecuados para la 
identificación de cada una de las especies 
seleccionadas. Se analizaron quince indivi-
duos de cada especie y no se observaron 
variaciones intraespecíficas en los perfiles 
de restricción generados, confirmándose la 
reproducibilidad de las técnicas de PCR-
RFLP desarrolladas.  
Un factor crucial a tener en cuenta 
para la identificación de especies mediante 
técnicas genéticas de PCR, es la 
fragmentación que puede sufrir el ADN de 
las muestras debido a las tecnologías de 
procesado aplicadas en la industria alimen-
taria. Aunque el ADN es una molécula 
bastante estable, los tratamientos térmicos 
intensos pueden producir su fragmentación 
limitando la eficacia de la reacción de 
amplificación. Cuanto mayor es la fragmen-
tación del ADN de una muestra, menor es el 
número de copias intactas de un gen que se 
encuentran presentes y, por tanto, resulta 
más difícil su amplificación por PCR 
(Herman, 2001; Girish y col., 2004). Por este 
motivo, cuando se analizan muestras 
sometidas a tratamientos térmicos intensos, 
es preferible seleccionar regiones de ADN 
de pequeño tamaño para poder aplicar con 
éxito las técnicas de PCR. 
 Con el fin de evaluar la influencia de 
los tratamientos de procesado empleados en 
la industria alimentaria en la aplicabilidad de 
las técnicas de PCR-RFLP desarrolladas, en 
este trabajo se analizaron muestras cárnicas 
sometidas a tratamientos térmicos experi-
mentales de esterilización (121 ºC durante 
20 min), así como diversos productos 
comerciales que consistían en conservas de 
carne escabechada y estofada de codorniz, 
faisán, perdiz y pintada. Con relación a la 
técnica de PCR-RFLP basada en el gen     
D-loop, los cebadores D-loopShort-Fw y         
D-loopShort-Rev amplificaron el fragmento 
conservado de 310 pb en todas las muestras 
analizadas. A continuación, los productos de 
PCR amplificados se digirieron con las 
endonucleasas seleccionadas (HinfI, MboII y 
Hpy188III) y los fragmentos resultantes se 
analizaron por electroforesis en gel de 
agarosa. La técnica de PCR-RFLP basada 
en el gen D-loop permitió la identificación de 
las especies objeto de estudio en las 
muestras esterilizadas así como en los 
productos escabechados y estofados que 
contenían carne de una única especie diana. 
En el caso de los productos comerciales, los 
resultados obtenidos revelaron que el origen 
de las muestras de carne analizadas 
coincidía con la especie descrita en el 
etiquetado (Figura 5, pág. 96). Respecto a 
los productos de perdiz, cabe destacar que 
en aquellos etiquetados como “carne de 
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perdiz roja” la especie detectada fue perdiz 
roja, mientras que en los productos 
etiquetados como “carne de perdiz” la 
especie detectada fue perdiz chukar. Por el 
contrario, cuando se emplearon los 
cebadores 12S-Fw/12S-Rev, no se amplificó 
el fragmento de ADN conservado de 720 pb 
del gen 12S ARNr en ninguna de las 
muestras esterilizadas ni tampoco en los 
productos comerciales. Por tanto, la 
aplicabilidad de la técnica basada en el gen 
mitocondrial 12S ARNr queda limitada al 
análisis de carnes y productos cárnicos 
crudos, no resultando adecuada para el 
análisis de alimentos sometidos a trata-
mientos térmicos intensos u otros métodos 
de procesado donde el ADN se encuentre 
degradado. Estos resultados ponen de 
manifiesto la influencia del tamaño del 
fragmento diana en la eficacia de la reacción 
de PCR. Como se ha indicado anteriormente, 
el empleo de tratamientos térmicos intensos 
en las muestras analizadas limita la 
amplificación por PCR de fragmentos de 
elevado tamaño, como es el caso del 
fragmento de 720 pb del gen 12S ARNr. Sin 
embargo el menor tamaño del fragmento 
generado por los cebadores D-loopShort-Fw 
y D-loopShort-Rev (310 pb) permite la 
amplificación del mismo aunque las mues-
tras hayan sido sometidas a tratamientos 
térmicos intensos.  
 A pesar de la extensa bibliografía 
existente sobre la aplicación de la técnica 
genética de PCR-RFLP para la detección e 
identificación de especies animales en 
carnes y productos cárnicos, hay que 
señalar que la práctica totalidad de los 
estudios realizados hasta el momento se han 
centrado en especies domésticas o en 
especies de caza mayor (Wolf y col., 1999; 
Pascoal y col., 2004; Girish y col., 2005; 
Fajardo y col., 2006; Malisa y col., 2007; 
Chen y col., 2010). Sin embargo, el empleo 
de esta técnica para la detección de ADN de 
aves de caza y de la avicultura alternativa es 
más escaso. Girish y col. (2007) desarro-
llaron una técnica de PCR-RFLP basada en 
la amplificación de un fragmento de 456 pb 
del gen 12S ARNr para la diferenciación de 
carnes de codorniz, pintada, pollo, pavo y 
pato. La técnica permitió identificar todas las 
especies objeto de estudio tanto en 
muestras de carne cruda como en muestras 
sometidas a distintos tratamientos térmicos 
experimentales (72 ºC durante 30 min, 90 ºC 
durante 30 min, 120 ºC durante 30 min y  
180 ºC durante 5 min). Es importante señalar 
que estos autores necesitaron emplear 
cuatro enzimas distintas para llevar a cabo la 
diferenciación de las cinco especies. Saini y 
col. (2007) llevaron a cabo la diferenciación 
de codorniz, pavo real, pollo, pavo y pato 
mediante la amplificación de un fragmento 
conservado de 446 pb del gen 12S ARNr y 
su posterior digestión con las enzimas AluI y 
Sau3AI. Murugaiah y col. (2009) desa-
rrollaron también una técnica para la 
diferenciación de codorniz de otras especies 
como el pollo, vaca, cabra, cerdo, conejo y 
búfalo. Para ello utilizaron un ensayo basado 
en la digestión de un fragmento de 359 pb 
del gen citocromo b con cinco enzimas de 
restricción. No obstante, las técnicas descri-
tas por Saini y col. (2007) y Murugaiah y col. 
(2009) sólo se emplearon para el análisis de 
muestras crudas, no evaluándose su 
aplicabilidad en muestras tratadas térmica-
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mente. Asimismo en ninguno de los estudios 
descritos anteriormente se llevó a cabo el 
análisis de productos comerciales. Hasta 
donde llega nuestra información, a parte de 
la técnica de PCR-RFLP basada en el gen 
D-loop descrita en esta tesis doctoral, el 
único trabajo publicado hasta el momento en 
el que se ha empleado una técnica de PCR-
RFLP para la identificación de aves de caza 
y de la avicultura alternativa en productos 
comerciales ha sido el desarrollado por 
Stamoulis y col. (2010). Estos autores 
utilizaron un método basado en la digestión 
de un fragmento de 480 pb del gen 12S 
ARNr con la enzima de restricción AciI, para 
la identificación de codorniz, faisán, perdiz 
griega, becada, zorzal común, avestruz, 
pollo, pavo, pato, oca y cerdo. El empleo de 
esta enzima permitió llevar a cabo la 
diferenciación de las once especies objeto 
de estudio tanto en muestras de carne cruda 
como en diversos productos comerciales 
cocinados.  
 La técnica de PCR-RFLP combina 
una buena capacidad de resolución con las 
características de sencillez, rapidez y bajo 
coste, por lo que constituye una alternativa 
interesante frente a otras metodologías 
como la secuenciación de fragmentos 
amplificados por PCR (PCR-secuenciación) 
(Brodmann y col., 2001; Colombo y col., 
2004; La Neve y col., 2008). Sin embargo, 
una de las principales limitaciones de esta 
técnica es la posible presencia de 
polimorfismos intraespecíficos (Asensio, 
2007). Aunque en nuestro trabajo no se ha 
detectado variabilidad intraespecífica en las 
dianas de restricción de las endonucleasas 
utilizadas tras analizar quince individuos de 
cada especie, sería preciso analizar un 
número más elevado de muestras para 
garantizar la ausencia de polimorfismo 
intraespecífico, y siempre sería posible 
encontrar algún individuo que no presentara 
el perfil de restricción típico de su especie 
debido a una mutación puntual en la 
secuencia diana. También hay que señalar 
que las técnicas de PCR-RFLP descritas en 
este trabajo no resultarían apropiadas para 
el análisis de productos cárnicos que 
contienen varias especies en su composición 
como, por ejemplo, salchichas, patés, 
productos cárnicos picados, etc. Esto es 
debido a que los cebadores conservados 
amplificarían el ADN de todas las especies 
presentes en el alimento y, por tanto, los 
perfiles de restricción resultantes consistirían 
en una mezcla de patrones de bandas 
característicos de cada una de ellas, 
dificultando la interpretación de los 
resultados (Partis y col., 2000; Girish y col., 
2005). A pesar de estas limitaciones, varios 
autores han aplicado con éxito la técnica de 
PCR-RFLP para la identificación de especies 
en mezclas cárnicas constituidas por dos 
especies animales (Ong y col., 2007; 
Murugaiah y col., 2009; Chen y col., 2010). 
No obstante, para el análisis de matrices 
complejas que contengan varias especies 
animales es preferible emplear la técnica de 
PCR que utiliza cebadores específicos 
diseñados para amplificar fragmentos de 
ADN de pequeño tamaño (Rodríguez y col., 
2004; Arslan y col., 2006). 
 De los resultados obtenidos en este 
trabajo se puede concluir que las técnicas  
de PCR-RFLP desarrolladas empleando 
como marcadores el gen mitocondrial 12S 
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ARN ribosómico y el gen D-loop, constituyen 
una herramienta sensible y fiable para la 
identificación específica de carnes y produc-
tos cárnicos procedentes de codorniz, faisán, 
perdiz roja, perdiz chukar, pintada, urogallo, 
becada, paloma torcaz, paloma bravía, 
zorzal común y avestruz, y su diferenciación 
de otras especies comerciales como el pollo, 
pavo, pato de berbería y oca. Los patrones 
de bandas pueden ser especialmente útiles 
en el caso de tener que llevar a cabo la 
identificación de especies en carnes de aves 
de origen desconocido, en las que sólo sería 
necesario aplicar las técnicas de PCR-RFLP 
desarrolladas y comparar los perfiles de 
restricción con los obtenidos en este trabajo. 
Por ello, estas técnicas resultan muy 
apropiadas para análisis rutinarios en 
programas de control de calidad de la 
industria cárnica, permitiendo garantizar la 
autenticidad de los productos que se 
comercializan. 
IV.1.2. TÉCNICA DE PCR CON  
CEBADORES ESPECIE-ESPECÍFICOS 
La segunda parte de este trabajo de 
investigación consistió en la puesta a punto 
de técnicas de PCR con cebadores 
específicos para la identificación de carnes y 
productos cárnicos de codorniz, faisán, 
perdiz roja, perdiz chukar, perdiz moruna, 
perdiz pardilla, pintada, becada, paloma 
bravía, paloma torcaz, zorzal común, 
avestruz y urogallo. 
Los marcadores genéticos emplea-
dos para llevar a cabo el diseño de 
cebadores especie-específicos fueron el gen 
mitocondrial 12S ARNr y la región D-loop. 
Estos genes presentan zonas conservadas 
con regiones variables que facilitan la 
identificación de diferencias nucleotídicas 
interespecíficas. Por ello, han sido amplia-
mente utilizados para el desarrollo de 
técnicas de PCR con cebadores específicos 
(Dalmasso y col., 2004; Ha y col., 2006; Che 
Man y col., 2007; Fajardo y col., 2007b; 
Mane y col., 2009; Yin y col., 2009; De y col., 
2011). 
Para abordar el diseño de cebadores 
específicos, con frecuencia es necesario 
amplificar y secuenciar regiones comunes a 
varias especies utilizando cebadores univer-
sales, con el fin de localizar diferencias en 
las secuencias que faciliten el posterior 
diseño de los cebadores especie-específicos 
(Herman, 2001; Di Pinto y col., 2005). En 
este trabajo de investigación se emplearon 
las secuencias del gen 12S ARNr de las 
especies objeto de estudio obtenidas en 
trabajos previos (Rojas y col., 2008). Para el 
diseño de cebadores específicos de perdiz 
pardilla y cebadores que permitiesen la 
amplificación de un fragmento conservado 
en especies de perdiz del género Alectoris 
(perdiz roja, perdiz chukar y perdiz moruna), 
se amplificó, purificó y secuenció, con ayuda 
de los cebadores conservados 12S-Fw y 
12S-Rev (Fajardo y col., 2006), un fragmento 
de aproximadamente 720 pb del gen 12S 
ARNr a partir del ADN extraído de perdiz 
pardilla y perdiz moruna. Las secuencias 
obtenidas se registraron en la base de datos 
Genbank/EMBL con los siguientes números 
de acceso: FN675565 (perdiz pardilla) y 
AM944502 (perdiz moruna). La alineación y 
análisis informático de las secuencias 
nucleotídicas del gen 12S ARNr permitió el 
diseño de parejas de cebadores para la 
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amplificación de fragmentos de ADN especí-
ficos de codorniz (129 pb), faisán (113 pb), 
perdices del género Alectoris (141 pb), 
perdiz roja (112 pb), perdiz pardilla (123 pb) 
y pintada (139 pb). Asimismo, también se 
llevó a cabo el diseño de cebadores para la 
amplificación de fragmentos de ADN 
específicos de paloma (133 pb), becada  
(138 pb), zorzal común (110 pb), avestruz 
(155 pb) y urogallo (142 pb). Conviene 
aclarar que los cebadores específicos de 
paloma se diseñaron para la amplificación de 
un fragmento conservado en paloma bravía 
y paloma torcaz. Los cebadores se 
diseñaron en regiones que incluían 
suficientes diferencias específicas de 
especie para poder llevar a cabo la 
identificación.  
Por otra parte, para diseñar cebado-
res especie-específicos en la región D-loop, 
también se emplearon las secuencias de 
este gen obtenidas en trabajos previos para 
las especies objeto de estudio (Rojas y col., 
2009). Para el diseño de cebadores 
conservados para especies de perdiz del 
género Alectoris, se amplificó, purificó y 
secuenció un fragmento de aproximada-
mente 310 pb del gen D-loop de perdiz 
moruna con ayuda de los cebadores 
conservados DloopShort-Fw y DloopShort-
Rev (Rojas y col., 2009). La secuencia 
obtenida aparece registrada en la base de 
datos Genbank/EMBL con el número de 
acceso FN377855. La alineación y análisis 
informático de las secuencias nucleotídicas 
del gen D-loop permitió el diseño de parejas 
de cebadores para la amplificación de 
fragmentos de ADN específicos de paloma 
(147 pb), becada (127 pb) y zorzal común 
(154 pb). Al igual que en el caso de los 
cebadores diseñados en el gen 12S ARNr, 
los cebadores específicos de paloma se 
diseñaron para la amplificación de un 
fragmento conservado en paloma bravía y 
paloma torcaz. No obstante, el alto grado de 
similitud entre las secuencias de la región  
D-loop impidió encontrar suficientes 
diferencias nucleotídicas que permitiesen el 
diseño de cebadores específicos de 
codorniz, faisán, perdiz y pintada. Por este 
motivo, se llevó a cabo la amplificación, 
purificación y secuenciación de un fragmento 
de mayor tamaño en la región mitocondrial 
D-loop empleando la pareja de cebadores 
conservados DloopLong-Fw y DloopLong-
Rev. Estos cebadores se diseñaron a partir 
de secuencias disponibles en la base de 
datos Genbank/EMBL y permitieron la 
amplificación de un fragmento conservado 
de entre 485 y 600 pb, dependiendo de la 
especie analizada, coincidiendo con las 
observaciones de algunos autores que 
indican que la región D-loop es la 
responsable de la variación en la longitud del 
genoma mitocondrial de los vertebrados 
(Cozzi y col., 2004; Lai y col., 2006). Las 
secuencias obtenidas mediante el empleo de 
estos cebadores aparecen registradas en la 
base de datos Genbank/EMBL con los 
siguientes números de acceso: FN376866 
(codorniz), FN376867 (faisán), FN376868 
(perdiz roja), FN376869 (perdiz chukar), 
FN376870 (perdiz moruna), FN675590 
(perdiz pardilla), FN376871 (pintada), 
FN376872 (pollo), FN376873 (pavo), 
FN376874 (pato de berbería) y FN376875 
(oca). La alineación y análisis informático de 
estas secuencias permitió el diseño de 
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parejas de cebadores para la amplificación 
de fragmentos de ADN específicos de 
codorniz (96 pb), faisán (100 pb), perdices 
del género Alectoris (106 pb) y pintada (104 
pb). Debido a la similitud entre las 
secuencias del gen D-loop de las distintas 
especies de perdiz analizadas en este 
trabajo, no fue posible diseñar cebadores 
específicos para perdiz roja y perdiz pardilla 
en este gen. Asimismo, conviene especificar 
que en este trabajo también se llevo a cabo 
el diseño de parejas de cebadores para la 
amplificación de fragmentos de ADN 
específicos de urogallo (97 pb) y avestruz 
(148 pb) (resultados no mostrados). Para 
diseñar los cebadores específicos de 
urogallo se amplificó, purificó y secuenció, 
con ayuda de los cebadores conservados 
DloopLong-Fw y DloopLong-Rev, un 
fragmento de aproximadamente 600 pb del 
gen D-loop a partir del ADN extraído de esta 
especie. Las secuencia obtenida aparece 
registrada en la base de datos 
Genbank/EMBL con el número de acceso 
FN675599. Con relación al avestruz, ninguna 
de las dos parejas de cebadores empleadas 
para la amplificación de fragmentos conser-
vados en el gen D-loop (DloopShort-
Fw/DloopShort-Rev y DloopLongFw/Dloop-
Long-Rev) generó bandas de amplificación a 
partir del ADN de esta especie. No obstante, 
el elevado número de secuencias de este 
gen disponibles en la base de datos 
GenbankEMBL para el avestruz, proporcionó 
información suficiente para poder llevar a 
cabo el diseño de una pareja de cebadores 
específicos para esta especie. 
El tamaño de los amplicones obteni-
dos en cada especie coincidió con el 
esperado según el estudio de las secuencias 
de los genes 12S ARNr y D-loop. El análisis 
de muestras procedentes de al menos 
quince individuos de cada especie objeto de 
estudio con sus respectivos cebadores 
específicos permitió determinar la reproduci-
bilidad de los ensayos. La especificidad de 
los cebadores diseñados se confirmó 
mediante la amplificación por PCR del ADN 
extraído a partir de especies animales 
distintas de la especie objeto de análisis. 
Todas las parejas de cebadores diseñadas 
demostraron ser específicas frente a la 
especie diana correspondiente, no origi-
nando bandas de amplificación a partir del 
ADN de otros animales (Tabla 2, pág. 106, 
para los cebadores de codorniz, faisán, 
perdices del género Alectoris y pintada 
diseñados en el gen 12S ARNr; Tabla 2, 
pág. 117, para los cebadores de codorniz, 
faisán, perdices del género Alectoris, 
pintada, becada, paloma y zorzal común 
diseñados en el gen D-loop; Figura 2, pág. 
129, para los cebadores de perdiz roja y 
perdiz pardilla; resultados no mostrados para 
los cebadores de becada, paloma, zorzal 
común, urogallo y avestruz diseñados en el 
gen 12S ARNr, y para los cebadores de 
urogallo y avestruz diseñados en el gen      
D-loop).  
 En la mayoría de los trabajos 
publicados en los que se utilizan cebadores 
específicos para la detección de especies en 
carnes y productos cárnicos, la especificidad 
de los cebadores se determina frente a un 
número reducido de especies animales 
(Colombo y col., 2002; Losio y col., 2004; 
Kesmen y col., 2007; Tanabe y col., 2007). 
No obstante, los productos cárnicos 
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elaborados en la industria alimentaria 
pueden contener entre sus ingredientes 
tejidos procedentes de una gran variedad de 
animales (pollo, pavo, pato, cerdo, vaca, 
oveja, cabra, etc.). Comprobar la especifi-
cidad de los cebadores frente a un número 
elevado de especies es muy importante 
puesto que disminuye el riesgo de encontrar 
reactividad cruzada con especies no 
analizadas, lo cual limitaría la utilidad del 
ensayo para análisis rutinarios (Martín y col., 
2007a). En este trabajo, la especificidad de 
todos los cebadores diseñados ha sido 
probada frente a un número elevado de 
especies animales entre las que se incluyen 
varias especies de aves y mamíferos, tanto 
de caza como domésticos.  
 Un problema que puede afectar a los 
protocolos de PCR deriva de posibles fallos 
en la amplificación del ADN debido a la 
presencia de sustancias inhibidoras en las 
muestras. El fenómeno de inhibición puede 
disminuir o incluso impedir por completo la 
amplificación por PCR, dando lugar a falsos 
resultados negativos (Wilson, 1997). En este 
sentido, el Comité Europeo de Estandari-
zación, en colaboración con la ISO 
(Organización Internacional para la 
Estandarización), ha propuesto unas pautas 
generales para los ensayos de PCR que 
incluyen el requerimiento de utilizar un 
control interno en cada reacción de PCR que 
evite una mala interpretación de aquellos 
resultados de amplificación negativa que 
puedan deberse a fenómenos de inhibición 
(Lund y Madsen, 2006). Teniendo en cuenta 
estas recomendaciones, todas las muestras 
analizadas con los cebadores específicos se 
examinaron simultáneamente con las 
parejas de cebadores  conservados 18SEu-
Fw/18SEu-Rev o 18SpEu-Dir/18SpEu-Inv, 
que amplifican fragmentos de 89 y 141 pb, 
respectivamente, del gen nuclear 18S ARNr 
en todos los organismos eucariotas. Estos 
cebadores se diseñaron mediante la 
comparación de las secuencias del gen 
nuclear 18S ARNr disponibles en la base de 
datos Genbank/EMBL para varias especies 
de aves y mamíferos. Los resultados 
obtenidos confirmaron la utilidad de ambas 
parejas de cebadores conservados como 
controles positivos de amplificación (Tabla 2, 
pág. 106, para codorniz, faisán, perdices del 
género Alectoris y pintada en el gen 12S 
ARNr; Tabla 2, pág. 117, para codorniz, 
faisán, perdices del género Alectoris, pintada, 
becada, paloma y zorzal en el gen D-loop; 
Figura 2, pág. 129, para perdiz roja y perdiz 
pardilla; resultados no mostrados para 
becada, paloma, zorzal común, urogallo y 
avestruz en el gen 12S ARNr, y para 
urogallo y avestruz en el gen D-loop). 
Una vez demostrada la correcta 
amplificación del ADN en muestras cárnicas 
crudas, se comprobó la influencia del 
procesado en la capacidad de las técnicas 
de PCR desarrolladas para detectar las 
especies de interés. Para ello se analizaron 
muestras cárnicas de las especies objeto de 
estudio sometidas a tratamientos experimen-
tales de pasteurización (72 ºC durante        
30 min) y esterilización (121 ºC durante      
20 min). La integridad del ADN extraído a 
partir de las muestras crudas y tratadas 
térmicamente, se valoró mediante electro-
foresis en gel de agarosa D-1 al 1 %. En las 
muestras crudas y pasteurizadas se 
obtuvieron ADNs íntegros y de un peso 
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molecular elevado, mientras que los ADNs 
extraídos a partir de las muestras 
esterilizadas presentaron un patrón típico de 
degradación y un bajo peso molecular 
(Figura 3, pág. 107, para codorniz, faisán, 
perdiz roja y pintada; resultados no 
mostrados para el resto de especies). No 
obstante, a pesar de la degradación del ADN, 
el empleo de los cebadores específicos 
diseñados permitió la amplificación satis-
factoria de todas las muestras, tanto crudas 
como tratadas térmicamente (Figura 4, pág. 
107, para codorniz, faisán, perdices del 
género Alectoris y pintada en el gen 12S 
ARNr; Figura 3, pág. 118, para codorniz, 
faisán, perdices del género Alectoris, pintada, 
becada, paloma y zorzal común en el gen  
D-loop; resultados no mostrados para perdiz 
roja, perdiz pardilla, becada, paloma, zorzal 
común, avestruz y urogallo en el gen 12S 
ARNr, y para avestruz y urogallo en el gen 
D-loop).  
 El límite de detección de las técnicas 
de PCR se determinó mediante la 
amplificación del ADN obtenido a partir de 
mezclas binarias experimentales que 
contenían distintos porcentajes de la especie 
diana en una matriz cárnica de pollo. Las 
mezclas binarias se analizaron crudas y tras 
someterse a un tratamiento térmico de 
esterilización  (121 ºC durante 20 min). El 
límite de detección conseguido en todas las 
mezclas binarias analizadas con cada una 
de las parejas de cebadores específicos fue 
del 0,1 %, tanto en las mezclas crudas como 
en las esterilizadas (Figura 5, pág. 108, para 
codorniz, faisán, perdices del género 
Alectoris y pintada en el gen 12S ARNr; 
Figuras 4 y 5, pág. 119, para codorniz, faisán, 
perdices del género Alectoris, pintada, 
becada, paloma y zorzal común en el gen D-
loop; Figura 3, pág. 130, para perdiz roja; 
resultados no mostrados para perdiz pardilla, 
becada, paloma, zorzal común, avestruz y 
urogallo en el gen 12S ARNr, y para 
avestruz y urogallo en el gen D-loop). Los 
resultados demuestran que las técnicas de 
PCR desarrolladas son capaces de detectar 
bajos porcentajes de sustitución de la 
especie diana (0,1 %), incluso en aquellas 
muestras sometidas a tratamientos térmicos 
intensos.  
 Muchas de las técnicas de PCR con 
cebadores específicos desarrolladas para la 
identificación de especies en los alimentos 
se han centrado en el análisis de carnes y 
mezclas cárnicas experimentales crudas o 
tratadas térmicamente (Hopwood y col., 
1999; Fajardo y col., 2007b; Ilhak y Arslan, 
2007b; Martín y col., 2007a;  Bai y col., 2009; 
Yin y col., 2009). Sin embargo, la aplicación 
de estas técnicas al análisis de productos 
cárnicos comerciales, en los que se 
combinan diferentes ingredientes y trata-
mientos de procesado, es más escasa (Che 
Man y col., 2007; Fujimura y col., 2008; 
Ghovvati y col., 2009; Zha y col., 2010). En 
este trabajo se analizaron diversos 
productos comerciales (estofados, patés, 
conservas escabechadas, etc.) que 
contenían carne de las especies diana. En la 
mayoría de los casos, los resultados 
obtenidos revelaron que el origen de las 
muestras analizadas coincidía con la especie 
descrita en el etiquetado del producto. Sin 
embargo, en varias muestras de paté de 
perdiz no se obtuvo amplificación con los 
cebadores específicos correspondientes 
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(Tabla 3, pág. 120; Tabla 2, pág. 130). 
Conviene señalar que las muestras de paté 
en las que no se obtuvo amplificación con 
los cebadores específicos diseñados en el 
gen D-loop fueron las mismas que no se 
amplificaron con los cebadores específicos 
del gen 12S ARNr. No obstante, estas 
muestras sí se amplificaron correctamente 
con los cebadores empleados como control 
positivo de amplificación, lo cual podría 
indicar un fraude en el etiquetado de estos 
productos. Asimismo, diversas conservas 
etiquetadas como carne de perdiz roja no se 
amplificaron con los cebadores específicos 
de perdiz roja, aunque sí se obtuvo 
amplificación con los cebadores específicos 
para especies de perdiz del género Alectoris, 
así como con los cebadores empleados 
como control positivo de amplificación. Estos 
resultados podrían deberse a un posible 
fraude derivado de la sustitución de perdiz 
roja por otras perdices del género Alectoris.  
 Por otra parte, las técnicas 
desarrolladas también se emplearon para 
llevar a cabo el análisis de piensos 
destinados a la alimentación de animales de 
compañía. En los últimos años, han surgido 
en el mercado numerosas preparaciones 
para perros y gatos que incluyen entre sus 
ingredientes carne de especies novedosas 
como la codorniz, faisán y avestruz. Estas 
especies animales se emplean fundamental-
mente en piensos gourmet y en piensos 
destinados a la alimentación de animales 
que presentan algún tipo de alergia 
alimentaria. Estudios recientes han demos-
trado que los ingredientes empleados 
normalmente en la elaboración de los 
piensos (lácteos, pollo, soja, huevos, trigo, 
maíz y pescado) son los principales 
alimentos predisponentes a fenómenos 
alérgicos en perros y gatos. Por ello, las 
carnes de faisán, codorniz y avestruz 
constituyen una excelente fuente de 
proteínas alternativa para la preparación de 
fórmulas hipoalergénicas, ya que estas 
especies no se incluyen en los alimentos 
convencionales para perros y gatos. El 
empleo de los cebadores específicos de 
codorniz, faisán y avestruz diseñados en el 
gen 12S ARNr, permitió la detección de las 
especies diana en todos los productos 
analizados, excepto en varios piensos para 
perro etiquetados como carne de faisán en 
los que no se detectó su presencia (Tabla 2, 
págs. 138 y 139). Sin embargo, estas 
muestras sí se amplificaron con los ceba-
dores empleados como control positivo de 
amplificación, lo cual podría indicar un fraude 
en el etiquetado de los piensos. 
 Los resultados obtenidos ponen de 
manifiesto que las técnicas de PCR 
desarrolladas constituyen una herramienta 
útil para el análisis de autenticidad de 
productos cárnicos y piensos de las especies 
diana, incluso si los productos analizados 
han sido sometidos a tratamientos térmicos 
intensos, como las conservas o los piensos, 
o presentan en su composición diversos 
ingredientes mezclados con bajos porcen-
tajes de la especie diana, como sucede en 
los patés. 
 Al igual que en el caso de las 
técnicas de PCR-RFLP, la mayoría de los 
trabajos publicados para la identificación de 
especies en productos cárnicos mediante el 
empleo de cebadores específicos se han 
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centrado principalmente en la identificación 
de especies domésticas o mamíferos de 
caza (Herman y col., 2001; Colombo y col., 
2002; Hird y col., 2003; Rodríguez y col., 
2004; Köppel y col., 2009). Sin embargo, son 
muy escasas las técnicas de PCR con 
cebadores específicos desarrolladas para la 
identificación de aves de caza y de la 
avicultura alternativa. Stirtzel y col. (2007) 
desarrollaron una técnica de PCR para la 
detección de carne de codorniz, pintada y 
faisán, utilizando cebadores específicos 
diseñados en el gen mitocondrial citocromo b. 
Estos cebadores permitieron la amplificación 
de fragmentos específicos de codorniz, 
faisán y pintada de 187, 164 y 192 pb, 
respectivamente, tanto en muestras de carne 
cruda como en diversos productos 
comerciales tratados térmicamente. No 
obstante, el límite de detección de la técnica 
no fue determinado. Nau y col. (2009) 
diseñaron una pareja de cebadores que 
amplificaba un fragmento de 641 pb en el 
gen mitocondrial citocromo b para la 
detección e identificación por PCR de huevo 
de pintada. La sensibilidad de la técnica se 
evaluó mediante el análisis de ADN extraído 
de distintas mezclas de huevo de pintada 
con huevos de pollo, pavo y pato, tanto 
líquidos como deshidratados, obteniéndose 
un límite de detección del 0,1 % en ambos 
casos. Sin embargo, no se comprobó la 
aplicabilidad del ensayo para el análisis de 
muestras de huevo sometidas a tratamientos 
térmicos intensos ni para el análisis de 
carnes y productos cárnicos. El gen cito-
cromo b también se empleó como marcador 
genético por Haunshi y col. (2009) para 
llevar a cabo el diseño de una pareja de 
cebadores específicos de paloma. Los 
cebadores diseñados amplificaron un 
fragmento específico de 401 pb a partir del 
ADN extraído de carne de paloma cruda, y 
tratada a 80 ºC durante 30 min y a 120 ºC 
durante 20 min. Sin embargo, estos autores 
no determinaron el límite de detección de la 
técnica ni evaluaron la capacidad de los 
cebadores para la detección de paloma en 
productos cárnicos comerciales. Colombo y 
col. (2000) diseñaron una pareja de 
cebadores para la amplificación de un 
fragmento específico de avestruz de 534 pb 
en el gen citocromo b. El empleo de los 
cebadores permitió la detección de avestruz 
en muestras de carne cruda pero no se 
comprobó su utilidad para el análisis de 
carnes tratadas térmicamente y productos 
cárnicos comerciales. No obstante, el 
elevado tamaño del fragmento diana       
(534 pb), limita la aplicabilidad de estos 
cebadores para el análisis de muestras 
sometidas a tratamientos térmicos intensos. 
En cuanto a la detección de ADN de becada, 
zorzal común y urogallo, hasta donde llega 
nuestra información no existen estudios 
previos que aborden la identificación de 
estas especies mediante el empleo de 
cebadores especie-específicos. Tampoco se 
han encontrado trabajos previos que utilicen 
cebadores específicos para la identificación 
de perdiz roja, perdiz chukar, perdiz moruna 
y perdiz pardilla, ni para la detección de aves 
de caza y de la avicultura alternativa en 
piensos para animales de compañía. En esta 
tesis doctoral, las técnicas de PCR desarro-
lladas permiten detectar hasta un 0,1 % de 
ADN procedente de doce especies de aves 
de caza y de la avicultura alternativa 
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diferentes. Asimismo, se ha demostrado la 
aplicabilidad de los ensayos para la 
identificación de las especies objeto de 
estudio en muestras de carne sometidas a 
tratamientos térmicos experimentales, pro-
ductos cárnicos comerciales y piensos. 
 En resumen, las técnicas de PCR 
empleando cebadores específicos de 
especie diseñados en los genes mitocon-
driales 12S ARNr y D-loop, constituyen una 
herramienta eficaz para asegurar el 
cumplimiento de las normas de etiquetado y 
garantizar la autenticidad de la carne y 
productos cárnicos de aves de caza y de la 
avicultura alternativa. Las técnicas desarro-
lladas combinan rapidez, sensibilidad y bajo 
coste, lo que las convierte en una alternativa 
interesante a otras técnicas basadas en el 
análisis del ADN, como la secuenciación o 
los métodos de PCR-RFLP, para su 
aplicación como método rutinario de 
identificación de especies. 
 A pesar de las ventajas que 
presentan las técnicas de PCR descritas 
anteriormente, una de las principales 
limitaciones asociadas al empleo de genes 
mitocondriales como marcadores genéticos 
deriva de la imposibilidad de diferenciar 
individuos genéticamente puros de indivi-
duos híbridos, debido a que el ADN 
mitocondrial se hereda únicamente por vía 
materna. No obstante, en la mayor parte de 
las especies analizadas en este trabajo esta 
limitación no supone un inconveniente, 
puesto que la pureza genética de los 
individuos no influye en el valor económico y 
el etiquetado de la carne y productos 
cárnicos derivados de los mismos. Además, 
en casi todas las especies analizadas, los 
ejemplares objeto de caza presentes en la 
naturaleza, así como los individuos 
empleados para producción cárnica en 
granjas, no suelen hibridar con otras 
especies. Sin embargo, la imposibilidad de 
detectar individuos híbridos sí supone una 
limitación para el análisis de carnes y 
productos cárnicos de perdiz roja. Por un 
lado, en el caso de la perdiz roja, son 
frecuentes las hibridaciones con otras 
especies de perdiz, fundamentalmente con 
la especie perdiz chukar. Estos cruces se 
llevan a cabo de forma controlada en 
algunas granjas de producción de perdiz roja 
para carne con el objetivo de mejorar la 
productividad de los animales y conseguir 
una mejor adaptación a la cautividad. 
Conviene recordar que esta técnica está 
estrictamente prohibida en las explotaciones 
que producen perdices con fines cinegéticos 
puesto que sólo pueden ser liberados en el 
campo ejemplares puros de perdiz roja (Ley 
42/2007, de 13 de diciembre de 2007, del 
Patrimonio Natural y de la Biodiversidad 
(BOE de 14 de diciembre de 2007)). Por otra 
parte, el valor económico y el etiquetado de 
la carne y productos cárnicos de perdiz roja 
son variables dependiendo de la genética de 
los individuos empleados para su elabora-
ción. En este sentido, las carnes de perdiz 
roja pueden presentar dos tipos de 
denominaciones: “carne de perdiz roja” y 
“carne de perdiz roja de caza”. De ellos, los 
productos etiquetados como “carne de perdiz 
roja de caza” son los que presentan un 
mayor valor económico. En cuanto a las 
especies de perdiz utilizadas en cada uno de 
estos productos, tanto los ejemplares de 
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perdiz roja puros, como los híbridos 
resultantes de cruces industriales de perdiz 
roja con perdiz chukar pueden ser 
etiquetados como “carne de perdiz roja”. En 
cambio, teniendo en cuenta que, en teoría, 
las perdices rojas presentes en la naturaleza 
corresponden a ejemplares puros, las carnes 
y productos etiquetados como “perdiz roja de 
caza” sólo pueden corresponder a individuos 
puros y no a perdices híbridas. Conside-
rando estos aspectos, el empleo de los 
cebadores específicos de perdiz roja 
diseñados en el gen 12S ARNr presenta 
limitaciones para el análisis de autenticidad 
de productos cárnicos de perdiz roja puesto 
que no permite detectar aquellos individuos 
etiquetados como “carne de perdiz roja” 
resultantes de cruces entre hembras chukar 
y machos de perdiz roja, y tampoco permite 
determinar si las perdices rojas empleadas 
en la elaboración de los productos etique-
tados como “carne de perdiz roja de caza” 
corresponden a individuos puros o a híbridos 
resultantes de cruces entre hembras de 
perdiz roja y machos de perdiz chukar. Por 
este motivo, en esta tesis doctoral se 
procedió a la búsqueda de un método 
complementario que permitiese llevar a cabo 
la diferenciación de perdices rojas puras e 
híbridas. 
 Entre las técnicas genéticas más 
utilizadas para llevar a cabo estudios de 
hibridación entre especies, destacan 
aquellas basadas en el análisis del 
polimorfismo del ADN amplificado con 
cebadores arbitrarios (RAPD) (Jug y col., 
2004; Chelomina y col., 2008), el análisis del 
polimorfismo en la longitud de los 
fragmentos amplificados por PCR (AFLP) 
(Alves y col., 2002; Nijman y col., 2003), el 
análisis del polimorfismo en la longitud de 
fragmentos de restricción (RFLP) (Nijman y 
col., 2002; Verkaar y col., 2002), el análisis 
de marcadores microsatélites (STR) 
(Williams y col., 2005; Fowler y col., 2009; 
Lühken y col., 2009) y el análisis de 
polimorfismos de un solo nucleótido (SNP) 
(Fajardo y col., 2008; Simmons y col., 2010). 
Con relación a la detección de hibridación en 
la perdiz roja, se han desarrollado diversas 
técnicas genéticas basadas principalmente 
en el estudio de marcadores de tipo 
microsatélite, en la metodología RAPD y en 
la caracterización de SNPs específicos de 
especie localizados en genes nucleares. Los 
marcadores microsatélites son muy útiles en 
estudios de caracterización genética de 
poblaciones y han sido empleados por 
numerosos autores para detectar la 
introgresión de genes de perdiz chukar en 
poblaciones de perdiz roja. Baratti y col. 
(2005) detectaron la presencia de genes de 
perdiz chukar en una población de perdiz 
roja situada en Italia, mediante el empleo de 
diez marcadores microsatélites. De forma 
similar, Barilani y col. (2007) demostraron la 
existencia de introgresión de perdiz chukar 
en una población de perdiz roja situada en 
los Alpes franceses mediante el empleo de 
ocho marcadores microsatélites. Tejedor y 
col. (2007) utilizaron siete marcadores 
microsatélites para caracterizar una 
población de perdiz roja localizada en la isla 
de Mallorca. Los resultados obtenidos 
demostraron que la población de perdiz roja 
analizada había sufrido hibridación con 
perdices chukar. En cuanto a la metodología 
RAPD, se han publicado numerosos 
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estudios en los que esta técnica ha permitido 
la diferenciación de individuos de perdiz roja 
y perdiz chukar puros, e híbridos resultantes 
de cruces entre ambas especies. Barbanera 
y col. (2005) desarrollaron una técnica 
basada en el empleo de cuatro cebadores 
arbitrarios para llevar a cabo la detección de 
individuos híbridos en poblaciones de perdiz 
roja localizadas en Italia central. El análisis 
de perdices rojas y perdices chukar puras 
con los cebadores seleccionados generó 
diversas bandas especie-específicas que 
fueron utilizadas como bandas diagnósticas 
para la identificación de ejemplares híbridos. 
Posteriormente, estos autores emplearon la 
misma técnica para la detección de 
hibridación en poblaciones de perdiz chukar 
y perdiz roja localizadas en España, Italia, 
Grecia y Chipre (Barbanera y col., 2007, 
2009). Además del análisis de microsatélites 
y el análisis RAPD, varios autores han 
detectado polimorfismos de una base 
nucleotídica (SNP) en diversos genes 
nucleares de perdiz roja y perdiz chukar que 
también pueden ser empleados para la 
identificación de híbridos. García y Arruga 
(2006a) detectaron la presencia de dos 
SNPs ínterespecíficos entre perdiz roja y 
perdiz chukar en un fragmento de 290 pb del 
gen nuclear de la hormona del crecimiento. 
En el caso de la perdiz roja, los nucleótidos 
presentes en las posiciones 109 y 204 del 
fragmento correspondían a citosina (C) y 
guanina (G), mientras que en la perdiz 
chukar, los nucleótidos presentes en estas 
posiciones eran timina (T) y adenina (A). 
Teniendo en cuenta que los genes nucleares 
se heredan de forma biparental, puede 
suponerse que los individuos resultantes de 
cruces entre perdiz roja y perdiz chukar 
presentarán los dimorfismos C/T y G/A en 
las posiciones diagnósticas. Por lo tanto, el 
análisis de los SNPs presentes en el gen de 
la hormona del crecimiento podría ser 
empleado como método para la discrimi-
nación entre perdices rojas puras e híbridas. 
No obstante, cabe resaltar que los autores 
no comprobaron experimentalmente la 
presencia de los dimorfismos C/T y G/A en el 
gen de la hormona del crecimiento de 
perdices híbridas puesto que sólo llevaron a 
cabo el análisis de perdices rojas y perdices 
chukar puras. Por otra parte, Arruga y col. 
(2007a) identificaron la presencia de un SNP 
entre perdiz roja y perdiz chukar en un 
fragmento de 441 pb del intron 1 del gen 
nuclear que codifica para la rodopsina, 
consistente en un cambio de timina (T) por 
citosina (C) en la posición 87. Los individuos 
resultantes de cruces entre perdiz roja y 
perdiz chukar presentaban ambos nucleó-
tidos en la misma posición. La utilización de 
una técnica de PCR-RFLP empleando 
enzimas cuya diana de restricción se 
localizaba en esta posición permitió la 
diferenciación entre perdices rojas puras e 
híbridas.  
 Tras evaluar las técnicas anterior-
mente descritas, en este trabajo se 
seleccionó la metodología RAPD desarro-
llada por Barbanera y col. (2005), así como 
las dos técnicas basadas en la detección de 
SNPs descritas por García y Arruga (2006a) 
y Arruga y col. (2007a), como posibles 
métodos complementarios a los cebadores 
específicos diseñados en el gen 12S ARNr 
para llevar a cabo el análisis de autenticidad 
de carnes y productos cárnicos de perdiz 
  IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN   
 
206 
roja. El empleo de la técnica de RAPD 
descrita por Barbanera y col. (2005) generó 
bandas específicas en muestras de perdiz 
roja y perdiz chukar crudas. No obstante, la 
técnica no resultó adecuada para el análisis 
de muestras tratadas térmicamente puesto 
que los cebadores arbitrarios empleados no 
produjeron ninguna banda de amplificación 
en estas muestras (Figura 4, pág. 132). Con 
relación al método descrito por García y 
Arruga (2006a), no fue posible amplificar el 
fragmento de 290 pb del gen de la hormona 
del crecimiento en muestras tratadas 
térmicamente por lo que se diseñó una 
pareja de cebadores que amplificase un 
fragmento de menor tamaño en el que 
estuviesen contenidos los SNPs diagnós-
ticos. El diseño de los cebadores se llevó a 
cabo mediante la comparación de las 
secuencias del gen de la hormona del 
crecimiento disponibles en la base de datos 
Genbank/EMBL para perdiz roja y perdiz 
chukar. Los cebadores diseñados permi-
tieron la amplificación de un fragmento de 
153 pb en todas las muestras analizadas, 
tanto crudas como tratadas térmicamente. 
Una vez amplificado el ADN, se purificó y 
secuenció el fragmento de 153 pb en 
muestras correspondientes a perdiz roja y 
perdiz chukar puras. Las secuencias 
obtenidas aparecen registradas la base de 
datos Genbank/EMBL con los siguientes 
números de acceso: FN675619-FN675631, 
FN811169, FN811170 (perdices rojas); 
FN675632-FN675640, FN811171-FN811176 
(perdices chukar). El análisis y comparación 
de las secuencias obtenidas reveló la 
presencia de los SNPs diagnósticos 
descritos por García y Arruga (2006a) en la 
mayoría de las perdices rojas puras y 
perdices chukar puras analizadas. Sin 
embargo, algunos individuos puros 
presentaban dimorfismos C/T o G/A en una 
de las posiciones diagnósticas. La aparición 
de estos dimorfismos puede deberse a la 
ocurrencia de mutaciones puntuales en las 
posiciones diagnósticas, lo cual limitaría la 
aplicación de la técnica para la detección de 
ejemplares híbridos.  
 Por último, se evaluó la aplicabilidad 
del método basado en la detección de un 
SNP del gen de la rodopsina descrito por 
Arruga y col. (2007a). En primer lugar, se 
diseñó una pareja de cebadores para la 
amplificación de un fragmento de 110 pb del 
gen de la rodopsina, que contenía el SNP 
diagnóstico. El empleo de los cebadores 
diseñados permitió la amplificación del 
fragmento esperado tanto en muestras 
crudas como tratadas térmicamente. Poste-
riormente, se purificó y secuenció el 
fragmento de 110 pb en muestras corres-
pondientes a perdiz roja y perdiz chukar 
puras. Las secuencias obtenidas aparecen 
registradas en la base de datos 
Genbank/EMBL con los siguientes números 
de acceso: FN675770-FN675784 (perdices 
rojas);  FN675760-FN675769, FN811177-
FN811181 (perdices chukar). Tras llevar a 
cabo un análisis y comparación de las 
secuencias obtenidas se comprobó que 
todas las secuencias correspondientes a 
ejemplares de perdiz roja pura presentaban 
el nucleótido timina (T) en la posición 
diagnóstica descrita por Arruga y col. 
(2007a), mientras que en todas las perdices 
chukar puras analizadas, el nucleótido 
presente en esta posición correspondía a 
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citosina (C). Teniendo en cuenta estos 
resultados se procedió a la purificación y 
secuenciación de los productos de PCR 
obtenidos a partir de productos comerciales 
etiquetados como carne de perdiz roja. Las 
secuencias generadas a partir de estos 
productos comerciales aparecen registradas  
en la base de datos con los siguientes 
números de acceso: FN675785-FN675787, 
FN811344-FN811356, FN811182. Los 
resultados obtenidos tras el análisis de las 
secuencias aparecen recogidos en la    
Tabla 3, pág. 133. Todos los productos 
comerciales que habían sido amplificados 
por los cebadores específicos de perdiz roja 
diseñados en el gen mitocondrial 12S ARNr 
presentaron en la posición diagnóstica del 
gen de la rodopsina el nucleótido T, lo que 
permitió confirmar la presencia de perdiz roja 
pura en el producto. Con relación a los 
productos etiquetados como perdiz roja que 
no habían sido amplificados por los 
cebadores específicos de perdiz roja, la 
mayoría presentaron el nucleótido C, 
característico de perdiz chukar. Estos 
resultados confirman la presencia de perdiz 
chukar pura en el producto, lo cual revelaría 
la existencia de un fraude en el etiquetado. 
Por último, dos de las muestras etiquetadas 
como carne de perdiz roja que no habían 
sido amplificadas con los cebadores 
específicos de perdiz roja, presentaron el 
dimorfismo T/C en el gen de la rodopsina, lo 
que indicaría la presencia de ejemplares 
híbridos en estos productos. Cabe resaltar 
que, puesto que no se detectó la presencia 
de ADN de perdiz roja en el genoma 
mitocondrial, los ejemplares híbridos 
presentes en estos productos correspon-
derían a individuos resultantes de cruces 
entre machos de perdiz roja y hembras de 
perdiz chukar.  
 Los resultados obtenidos demuestran 
que el empleo combinado de cebadores 
específicos de perdiz roja diseñados en el 
gen mitocondrial 12S ARNr y la detección 
mediante secuenciación de un SNP descrito 
por Arruga y col. (2007a) en el gen de la 
rodopsina, pueden constituir una herra-
mienta útil para el análisis de autenticidad de 
carnes y productos cárnicos de perdiz roja. 
No obstante, debe aclararse que el ensayo 
basado en el gen de la rodopsina presenta 
varias limitaciones. Por un lado, esta técnica 
no puede ser empleada para el análisis de 
productos que contienen varias especies 
animales en su composición, puesto que los 
cebadores empleados para llevar a cabo la 
técnica amplifican otras especies como, por 
ejemplo, la codorniz. Por tanto, si estas 
especies están presentes en la mezcla 
analizada, los cromatogramas obtenidos tras 
la secuenciación de los productos de PCR 
amplificados consistirían en una mezcla de 
secuencias correspondientes a cada una de 
las especies amplificadas, lo que dificultaría 
la interpretación de los resultados. Asimismo, 
la utilización de un solo marcador genético 
consistente en un polimorfismo de una única 
base nucleotídica para la detección de 
perdices híbridas puede resultar proble-
mático puesto que siempre sería posible 
encontrar algún individuo de perdiz roja o 
perdiz chukar que no presentara el 
nucleótido típico de su especie debido a una 
mutación puntual. Por ello, sería necesario 
disponer de un mayor número de marca-
dores genéticos para poder llevar a cabo de 
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una forma fiable la diferenciación de 
perdices rojas puras e híbridas.  
IV.1.3. TÉCNICA DE PCR EN TIEMPO 
REAL 
 En la actualidad, las técnicas de PCR 
convencionales que se desarrollan en varios 
pasos, desde la amplificación del material 
genético hasta el análisis de los productos 
finales, están evolucionando hacia procedi-
mientos más rápidos y automatizados en un 
solo tubo. Estas técnicas se basan en el uso 
de equipos de PCR con detección 
espectrofluorimétrica con los que es posible 
realizar un seguimiento en tiempo real del 
proceso de amplificación del ADN. En los 
sistemas de PCR en tiempo real, un 
programa informático va registrando el 
incremento de fluorescencia, que es 
proporcional al aumento de ADN en cada 
ciclo, y esta información se refleja 
gráficamente en curvas de cinética de la 
reacción o curvas de amplificación. Para 
cada muestra, el programa informático 
calcula el número de ciclo en el que el lector 
empieza a detectar un incremento de 
fluorescencia significativo con respecto a la 
señal base. El ciclo en el que empieza a 
detectar el aumento de fluorescencia se 
denomina ciclo umbral (Ct, Threshold Cycle) 
o punto de corte (Cp, Crossing Point) y es 
inversamente proporcional a la concen-
tración inicial de ADN diana presente en la 
muestra. Así, cuanto mayor sea el número 
inicial de copias del ácido nucleico diana, 
antes se detectará un incremento en la 
fluorescencia como consecuencia del 
acúmulo de productos de PCR. Una de las 
principales ventajas de esta metodología es 
que proporciona un resultado numérico en 
tiempo real que permite la cuantificación de 
las especies de interés y el tratamiento 
estadístico de los datos obtenidos 
(Brodmann y Moor, 2003; Frezza y col., 2003; 
Costa, 2004).  
  Como último objetivo de esta tesis 
doctoral se planteó el desarrollo de técnicas 
de PCR en tiempo real para la detección y 
cuantificación de ADN de codorniz, faisán, 
perdiz, pintada, paloma bravía, paloma 
torcaz, paloma zurita, becada, zorzal común, 
avestruz y urogallo, en carne, mezclas 
cárnicas y productos cárnicos comerciales. 
Los procedimientos de PCR en tiempo real 
se llevaron a cabo en la plataforma de 
detección LightCycler 2.0 de Roche 
Diagnostics (Mannheim, Alemania) que está 
equipada con la tecnología más innovadora 
para cuantificar los productos de PCR 
amplificados. Este equipo utiliza tubos 
capilares para 20 y 100 μL, lo que posibilita 
el trabajo con distintos volúmenes de 
reacción. Además, dispone de seis canales 
de detección a longitudes de onda de 530, 
560, 610, 640, 670 y 710 nm, que le 
permiten trabajar con distintos tipos de 
moléculas fluorescentes. 
En este trabajo se emplearon como 
diana de detección fragmentos específicos 
de pequeño tamaño del gen mitocondrial 
12S ARN ribosómico de las especies de 
interés. La selección de amplicones de 
pequeño tamaño es un factor especialmente 
crítico para el éxito de los ensayos de PCR 
en tiempo real, sobre todo en el análisis de 
productos cárnicos donde el ADN puede 
estar degradado (Hird y col., 2006). Por esta 
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razón, conviene seleccionar cebadores que 
amplifiquen fragmentos con un tamaño 
comprendido entre 50 y 200 pb, ya que los 
amplicones pequeños proporcionan una alta 
eficiencia al ensayo y son adecuados para el 
análisis de muestras sometidas a 
tratamientos térmicos muy intensos que 
degradan el ADN (Krcmar y Rencova, 2005). 
Para la detección y cuantificación de ADN de 
codorniz, faisán, perdiz, pintada, paloma, 
becada, zorzal común, urogallo y avestruz, 
se utilizaron las parejas de cebadores 
diseñados previamente en esta tesis doctoral 
para el análisis de autenticidad de carne y 
productos cárnicos de las correspondientes 
especies diana mediante PCR convencional 
(ver sección IV.1.2.). Conviene señalar que, 
en el caso de la técnica de PCR en tiempo 
real para la detección y cuantificación de 
perdiz, sólo se utilizó la pareja de cebadores 
conservados para perdices del género 
Alectoris. Para el análisis por PCR en tiempo 
real de carnes y productos cárnicos de 
paloma bravía, paloma torcaz y paloma 
zurita se procedió al diseño de parejas de 
cebadores específicos para cada una de 
estas especies. Además, se diseñó una 
nueva pareja de cebadores conservados 
para la amplificación de las tres especies de 
paloma, puesto que la pareja de cebadores 
diseñados previamente para el análisis de 
carnes de paloma mediante PCR conven-
cional sólo permitía la amplificación de las 
especies paloma bravía y paloma torcaz. El 
diseño de los cebadores se realizó mediante 
la comparación y el análisis informático de 
las secuencias del gen 12S ARNr de las 
especies objeto de estudio obtenidas en 
trabajos previos (Rojas y col., 2008). Para 
llevar a cabo el diseño de los cebadores 
específicos de paloma zurita, se amplificó, 
purificó y secuenció, con ayuda de los 
cebadores conservados 12S-Fw y 12S-Rev 
(Fajardo y col., 2006), un fragmento de 
aproximadamente 720 pb del gen 12S ARNr 
a partir del ADN extraído de esta especie. 
Las secuencia obtenida aparece registrada 
en la base de datos Genbank/EMBL con el 
número de acceso FN675565.  
Además de los cebadores especí-
ficos, se empleó la pareja de cebadores 
universales de eucariotas 18SpEu-Dir y 
18SpEu-Inv diseñados en trabajos previos 
(Rojas y col., 2010). Estos cebadores se 
utilizaron como control positivo de amplifi-
cación y como control endógeno para 
normalizar los valores de Cp obtenidos en las 
reacciones de PCR específicas. La principal 
ventaja del empleo de un sistema de PCR 
endógeno radica en que determinados 
factores que afectan al nivel de amplificación 
del ensayo, como son la presencia de 
inhibidores de la reacción o la integridad y la 
calidad del ADN recuperado de una muestra, 
se pueden ajustar al comparar el valor de Cp 
obtenido en la muestra problema con la 
respuesta de amplificación obtenida con los 
sistemas de PCR específicos. Este hecho 
tiene un enorme interés dada la variabilidad 
observada en los resultados de amplificación 
del ADN a partir de matrices alimentarias en 
función de factores como el estado de 
conservación y el tratamiento de procesado 
aplicado al producto (López-Andreo y col., 
2005). 
 La detección de los productos 
amplificados mediante PCR en tiempo real 
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se realizó mediante el empleo de dos tipos 
de moléculas fluorescentes: el agente 
fluorescente inespecífico SYBR® Green y 
sondas específicas TaqMan®. El SYBR® 
Green es un fluorocromo que se intercala 
entre las hebras de la doble hélice de ADN, 
independientemente de su secuencia de 
nucleótidos. Si el producto de amplificación 
es específico, el aumento en la fluorescencia 
es proporcional al número de copias 
presentes inicialmente en la muestra 
(Sawyer y col., 2003). No obstante, como el 
SYBR® Green se une a cualquier molécula 
de ADN bicatenaria, las amplificaciones 
inespecíficas o la formación de dímeros de 
cebadores pueden originar falsos positivos. 
Por ello, es necesario llevar a cabo un 
análisis de la curva de desnaturalización 
térmica (curva de melting) una vez 
finalizados los ciclos de amplificación, para 
poder identificar el producto de PCR que ha 
sido detectado y confirmar su especificidad 
(Aarts y col., 2006). Aunque en los artículos 
incluidos en esta tesis doctoral sólo se hace 
referencia a la utilización de SYBR® Green 
como molécula fluorescente en los sistemas 
desarrollados para la identificación de 
avestruz y urogallo, este fluorocromo 
también se empleó para llevar a cabo la 
identificación del resto de especies objeto de 
estudio.  
 A diferencia del reactivo SYBR® 
Green, las sondas TaqMan® son oligonu-
cleótidos marcados con fluorocromos en los 
dos extremos, que son capaces de hibridar 
en regiones internas y específicas de la 
secuencia del ADN diana, evitando falsos 
positivos si se generan productos de PCR 
inespecíficos o dímeros de cebadores. El 
fluorocromo situado en el extremo 5´ se 
llama donador (reporter) y el del extremo 3´ 
recibe el nombre de aceptor (quencher). 
Cuando la sonda (que se incluye en la 
reacción de PCR conjuntamente con los 
cebadores) está íntegra, la proximidad del 
donador y del aceptor provoca un fenómeno 
denominado FRET (transferencia de energía 
de resonancia de Förster o transferencia de 
energía de resonancia fluorescente), que se 
traduce en la anulación de la fluorescencia 
de la sonda. En el curso de la PCR, la sonda 
se une a su secuencia diana cuando se 
encuentra presente en la reacción. Durante 
la extensión de la cadena de ADN, la 
actividad 5´ exonucleasa de la enzima Taq 
polimerasa provoca la liberación del donador 
del extremo 5´ de la sonda, que al separarse 
del aceptor comienza a emitir fluorescencia. 
La acumulación de los productos de PCR se 
detecta monitorizando el aumento de 
fluorescencia por la liberación del donador 
(Dooley y col., 2004; López-Calleja y col., 
2007). En los últimos años, han surgido 
sondas TaqMan® MGB de nueva generación. 
Estas sondas presentan como innovación la 
incorporación de una molécula llamada MGB 
(Minor Groove Binder) que se une al surco 
menor del ADN, incrementando la 
estabilidad y especificidad de la hibridación 
de la sonda, así como el empleo de un 
quencher no fluorescente (NFQ) que emite 
una señal más limpia, mejorando la 
discriminación y facilitando la interpretación 
de los datos. Las principales ventajas de las 
sondas MGB cuando se emplean en PCR en 
tiempo real se deben a su mayor especifi-
cidad de hibridación, que permite una mayor 
discriminación, y a su pequeño tamaño, que 
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facilita el diseño de los ensayos y la 
reducción del tamaño del amplicón, lo que 
mejora la fiabilidad del trabajo. 
 El diseño de las sondas TaqMan® 
empleadas en este trabajo se llevó a cabo 
mediante el análisis y comparación de las 
secuencias del gen 12S ARNr de las 
especies diana. El estudio del alineamiento 
permitió elegir zonas internas a las 
secuencias de ADN delimitadas por los 
cebadores específicos. La distinta posición 
de las parejas de cebadores específicos 
condicionó el diseño de las sondas. De este 
modo, se diseñaron sondas TaqMan® 
especie-específicas para la detección de 
codorniz, faisán, becada, zorzal común, 
avestruz, urogallo, paloma bravía, paloma 
torcaz y paloma zurita, y una sonda para la 
detección conjunta de las tres especies de 
paloma analizadas. En cambio, la similitud 
en la posición de los cebadores específicos 
de perdiz y pintada, y los cebadores para la 
detección conjunta de paloma bravía y 
paloma torcaz, facilitó el diseño de una 
sonda común para estas especies. Por otra 
parte, el alineamiento y análisis de las 
secuencias del gen 18S ARNr de varias 
especies animales permitió diseñar una 
sonda TaqMan® conservada en la zona 
interna de la secuencia de ADN delimitada 
por los cebadores universales de eucariotas 
18SpEu-Dir/18SpEu-Inv. 
 Para el desarrollo de las técnicas de 
PCR en tiempo real descritas en esta tesis 
doctoral, en primer lugar, se evaluó la 
especificidad de los sistemas de PCR 
específicos mediante el análisis de ADNs 
procedentes de diversas especies de aves y 
mamíferos tanto de caza como domésticos. 
En los ensayos de PCR en tiempo real que 
emplearon el SYBR® Green como molécula 
fluorescente, la especificidad se comprobó 
mediante el estudio de las curvas de melting 
o curvas de disociación obtenidas tras el 
análisis de los ADNs de las distintas 
especies animales. El análisis de las curvas 
de disociación se basa en la aplicación de un 
gradiente de temperaturas creciente 
después de la PCR para monitorizar la 
cinética de disociación de los fragmentos 
amplificados. Mediante esta aplicación se 
puede determinar la temperatura de melting 
(Tm) específica de cada uno de los productos 
de PCR obtenidos, que se define como la 
temperatura a la cual el 50 % de las bases 
nitrogenadas del ADN se encuentran 
apareadas con las bases de la otra cadena 
formando parte de la doble hélice, mientras 
que el otro 50 % de las bases está 
desapareado. Cada fragmento amplificado 
tiene una Tm característica, que depende 
sobre todo de su longitud y de la 
composición de sus bases (Costa, 2004). La 
forma de las curvas de melting permite 
confirmar la identidad de los productos de 
PCR amplificados, diferenciando los pro-
ductos de PCR específicos de aquellos 
productos no específicos que hayan podido 
generarse, tales como dímeros de ceba-
dores. Los sistemas específicos dieron lugar 
a los fragmentos esperados a partir del ADN 
de las correspondientes especies diana con 
intervalos de Tm característicos para cada 
especie animal. En las especies heterólogas 
analizadas, no se amplificaron fragmentos 
con Tm comprendidas en el intervalo de 
temperaturas característico para cada 
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especie diana, confirmándose la especificad 
de los sistemas. Los valores de Cp obtenidos 
en las especies heterólogas fueron 
superiores al valor de Cp establecido como 
negativo para la presencia de ADN diana 
(valor medio menos dos veces la desviación 
estándar de los valores de Cp obtenidos en 
los controles negativos y las especies no 
diana). Por otra parte, al utilizar el sistema 
de control endógeno se amplificó el 
fragmento esperado de 141 pb en todas las 
especies analizadas con un intervalo de Tm  
comprendido entre 83,12 y 85,68 ºC. 
 Con relación a los ensayos de PCR 
en tiempo real que emplearon sondas 
TaqMan® como molécula fluorescente, todos 
los sistemas específicos permitieron la 
amplificación del fragmento específico 
esperado a partir del ADN de las correspon-
dientes especies diana.  En el resto de 
especies analizadas el valor de Cp obtenido 
fue siempre de 40, indicando la ausencia de 
amplificación después de 40 ciclos. Como ya 
se ha señalado, los métodos que emplean 
sondas TaqMan® requieren la unión 
específica de la sonda fluorescente a la 
secuencia diana delimitada por los 
cebadores específicos, no siendo necesario 
llevar a cabo análisis posteriores (curvas de 
desnaturalización térmica) como ocurre al 
utilizar la molécula SYBR® Green (Sawyer y 
col., 2003; Aarts y col., 2006). Por otra parte, 
con el empleo del sistema de control 
endógeno (cebadores y sonda de eucariotas 
del gen 18S ARNr), se amplificó el fragmento 
esperado de 141 pb en todas las especies 
analizadas. 
 Tras determinar la especificidad de 
las técnicas, se procedió a evaluar la 
eficiencia y el límite de detección de las 
mismas. Para ello se construyeron rectas 
estándar a partir de mezclas binarias 
experimentales que contenían distintos 
porcentajes (0,1, 1, 5, 10, 25 y 50 %) de la 
especie diana en una matriz cárnica de pollo. 
Las mezclas binarias se analizaron crudas y 
tras someterse a un tratamiento térmico de 
esterilización (121 ºC durante 20 min). Los 
valores de Cp obtenidos en cada muestra al 
emplear los correspondientes sistemas de 
PCR específicos (CpCSP), se normalizaron 
de acuerdo a la siguiente fórmula (Rodríguez 
y col., 2004, 2005): 
 CpSPS= CpEU * CpCSP/ CpEUS  
 donde: CpSPS es el Cp normalizado 
de la muestra analizada con el sistema 
específico correspondiente, CpEUS es el 
valor de Cp obtenido para la muestra con el 
sistema endógeno y CpEU es la media de los 
Cp obtenidos para cada recta estándar en el 
sistema endógeno.  
 La eficiencia de las técnicas de PCR 
en tiempo real, que indica la capacidad de la 
reacción de duplicar el número de copias de 
las cadenas de ADN en cada ciclo, se 
calculó a partir de las pendientes de las 
rectas estándar obtenidas al representar los 
valores de Cp normalizados frente al 
logaritmo de las concentraciones de ADN de 
la especie diana en las mezclas cárnicas de 
acuerdo a la siguiente fórmula: 
  E = [10(-1/pendiente) -1] * 100 
 Las Figuras 1-4, págs. 151-154,  
muestran las rectas de calibrado obtenidas 
al analizar las mezclas binarias crudas y 
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esterilizadas de codorniz, faisán, perdiz, 
pintada, becada, paloma y zorzal común 
empleando sondas TaqMan® como sistema 
de detección. De forma similar, las Figuras 1 
y 2, págs. 165, 166 y 174, muestran las 
rectas estándar obtenidas en el análisis de 
las mezclas binarias de avestruz y urogallo, 
respectivamente, mediante el empleo de 
SYBR® Green y sondas TaqMan®. Por último, 
en las Figuras 1 y 2, págs. 180 y 181, 
aparecen las rectas estándar corres-
pondientes al análisis de las mezclas 
binarias de paloma bravía, paloma torcaz y 
paloma zurita con sondas TaqMan®. Como 
puede comprobarse, en todos los sistemas 
las pendientes de las rectas tuvieron un valor 
cercano a -3,32, que corresponde a una 
eficiencia del 100 %.  
 Asimismo, conviene señalar que las 
pendientes de las rectas obtenidas al 
analizar las mezclas binarias crudas y 
esterilizadas de codorniz, faisán, perdiz, 
pintada, becada, paloma bravía, paloma 
torcaz, paloma zurita y zorzal común 
empleando el reactivo SYBR® Green como 
sistema de detección, también presentaron 
valores próximos a -3,32 (resultados no 
mostrados). 
 El límite de detección experimental 
conseguido en todas las mezclas binarias 
analizadas con los sistemas específicos fue 
del 0,1 %, tanto en las mezclas crudas como 
en las esterilizadas. Por otra parte, las 
ecuaciones de las rectas estándar obtenidas 
para cada especie diana permitieron calcular 
el límite de detección teórico de las técnicas. 
Para los sistemas que emplearon SYBR® 
Green, este límite se calculó como la 
cantidad de ADN obtenida al sustituir en la 
ecuación de la recta de calibrado el valor de 
Cp considerado como negativo para la 
presencia de ADN diana (valor medio menos 
dos veces la desviación estándar de los 
valores de Cp obtenidos en los controles 
negativos y las especies no diana). Con 
relación a las técnicas que utilizaban sondas 
TaqMan®, el límite de detección teórico se 
determinó como la cantidad de ADN 
correspondiente a un Cp de 40. 
 Tras comprobar la especifidad y 
eficiencia de las técnicas de PCR en tiempo 
real desarrolladas, se evaluó la capacidad de 
las mismas para cuantificar la presencia de 
ADN de las especies objeto de estudio. La 
cuantificación se llevó a cabo mediante el 
método de la cuantificación absoluta con 
relación a las rectas de calibrado obtenidas a 
partir de los valores de Cp de las mezclas 
binarias de las especies diana. La concen-
tración de ADN diana en una muestra 
problema se calcularía interpolando el Cp 
normalizado obtenido en la muestra, en la 
correspondiente recta estándar generada a 
partir de porcentajes conocidos de la especie 
diana.  
Los datos de fluorescencia obtenidos 
al final de cada ciclo de amplificación con los 
sistemas de PCR específicos y con los 
controles endógenos se analizaron estadísti-
camente siguiendo la metodología descrita 
por Camacho y col. (1993) y el protocolo 
propuesto por The International Conference 
on Harmonisation of Technical Requirements 
for Registration of Pharmaceuticals for 
Human Use (ICH, 2005). El tratamiento 
estadístico de los datos normalizados de las 
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correspondientes mezclas binarias crudas y 
tratadas térmicamente permitió la validación 
del método de cuantificación a través del 
análisis de diferentes parámetros como la 
linealidad, sensibilidad, exactitud y precisión.  
Para llevar a cabo la validación de 
las técnicas en tiempo real desarrolladas en 
esta tesis doctoral, se realizaron tres 
extracciones separadas de cada porcentaje 
de ADN de la especie diana en las mezclas 
binarias. Las muestras se analizaron en días 
diferentes, utilizando dos replicados de cada 
muestra. Los parámetros estadísticos se 
evaluaron con el programa informático 
STATGRAPHICS PLUS versión 5.0.  
La linealidad del modelo se verificó 
mediante el análisis de la varianza (ANOVA). 
En este análisis, el valor “F” representa 
estadísticamente la regresión, el coeficiente 
de correlación “r” representa estadística-
mente la correlación entre los resultados 
obtenidos en el test (valores de Cp) y la 
concentración de la especie diana en las 
mezclas, mientras que el coeficiente de 
determinación “r2” expresa cuantitativamente 
esa correlación.  
Para estudiar la sensibilidad de las 
técnicas, se evaluaron los siguientes 
parámetros:  
 el test de Cochran, que determina si 
las varianzas de las respuestas 
obtenidas para cada concentración 
de la especie diana en las mezclas 
son homogéneas, con un nivel de 
significación de 0,05. 
 la sensibilidad de calibrado, que 
corresponde a la pendiente de la 
recta (al ser un modelo lineal).  
 la sensibilidad analítica, que es la 
relación que existe entre la 
posibilidad de obtener un resultado 
por azar y que las modificaciones 
obtenidas sean debidas a las 
diferencias de concentración de cada 
mezcla. Se calcula como un cociente 
entre la sensibilidad de calibrado y la 
media de las desviaciones estándar 
(SD, Standar Deviation) para todas 
las concentraciones.  
 la capacidad de discriminación, que 
corresponde a la inversa de la 
sensibilidad analítica multiplicada por 
un valor del estadístico t de Student. 
Este parámetro representa la mínima 
diferencia de concentración de ADN 
de la especie diana en la mezcla que 
se puede cuantificar con el método 
analítico, para un nivel de significa-
ción de 0,05.  
La sensibilidad analítica y la 
capacidad de discriminación se calculan a 
partir de la media de las varianzas de las 
respuestas “S2 comb”.  
S2 comb= (Σ(φi * Si2))/(Σ φi)  
donde: Si2 es la varianza de las 
respuestas de cada concentración de la 
mezcla “i” y φi son los grados de libertad de 
esas respuestas.  
La exactitud del modelo, que expresa 
el grado de concordancia entre los 
resultados obtenidos con el método 
desarrollado y el valor que se acepta como 
verdadero o valor de referencia, debe 
establecerse en un intervalo específico del 
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procedimiento analítico. Para probar la 
exactitud de los métodos de PCR en tiempo 
real, las reacciones de amplificación se 
llevaron a cabo por duplicado con muestras 
de ADN de tres porcentajes distintos (25, 10 
y 1 %), obtenidos a partir de tres extraccio-
nes diferentes en las mezclas binarias 
crudas y tratadas térmicamente, para cada 
especie diana. El método se considera 
exacto cuando, a través de la t de Student, el 
valor de la media de recuperación es similar 
al 100 %.  
La precisión o el grado de dispersión 
de los resultados del análisis en torno a un 
porcentaje de concentración, indica el error 
aleatorio del método. Cuando el método se 
lleva a cabo manteniendo siempre las 
mismas condiciones, la precisión atribuida al 
mismo se conoce como repetibilidad. La 
precisión del ensayo se evaluó comparando 
los coeficientes de variación (CV) de los 
valores obtenidos para un mismo porcentaje 
de concentración en tres días diferentes con 
los valores obtenidos en el mismo día. Así, 
se evalúa la influencia de sucesos aleatorios 
(día del análisis, analista, equipo, reactivos, 
etc.) en los datos derivados de las mezclas 
binarias.  
Los resultados de linealidad y 
sensibilidad correspondientes al análisis de 
las mezclas binarias crudas y esterilizadas 
de las especies diana empleando sondas 
TaqMan® como sistema de detección, se 
muestran en las Figuras 1-4, págs. 151-154, 
para codorniz, faisán, perdiz, pintada, 
becada, paloma y zorzal común; Figura 2 
pág. 166, para avestruz; y Figuras 1 y 2, 
págs. 180 y 181, para paloma bravía, 
paloma torcaz y paloma zurita. Por otra parte, 
la Figura 1 pág.  165, muestra los resultados 
de linealidad y sensibilidad obtenidos al 
analizar las mezclas binarias de avestruz 
empleando SYBR® Green. En todos los 
sistemas, la recta de calibración generada 
resultó ser lineal en el intervalo de 
concentraciones analizado. Todos los 
parámetros estadísticos de linealidad y 
sensibilidad obtenidos cumplieron con los 
criterios de aceptación establecidos para la 
validación del método. Los sistemas 
desarrollados para la cuantificación de 
codorniz, faisán, perdiz, pintada, becada, 
paloma bravía, paloma torcaz, paloma zurita 
y zorzal común mediante el empleo de 
SYBR® Green, presentaron también una 
linealidad y sensibilidad adecuadas 
(resultados no mostrados).  
Asimismo, todas las técnicas 
desarrolladas demostraron ser exactas 
independientemente del tipo de molécula 
fluorescente utilizada como sistema de 
detección puesto que al realizar el test de la t 
de Student, el valor correspondiente a la 
media de recuperación no difería significati-
vamente del 100 %. Sin embargo, al evaluar 
la precisión de las técnicas, en todos los 
casos se observaron diferencias significa-
tivas entre los coeficientes de variación de 
los valores obtenidos al realizar el ensayo en 
tres días diferentes y los valores obtenidos 
en el mismo día, obteniéndose coeficientes 
de variación más elevados en los ensayos 
realizados en días distintos. Esta variabilidad 
puede deberse al empleo de diferentes 
alícuotas de reactivos en los ensayos 
realizados en diferentes días, así como a 
variaciones volumétricas mínimas causadas 
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por errores en el pipeteo durante alguno de 
los pasos del ensayo de PCR (preparación 
de alícuotas de ADN, mezcla de reactivos, 
reparto de los reactivos en los capilares, 
etc.). Debido a esta limitación, la 
cuantificación de especies mediante el 
empleo de los sistemas de PCR en tiempo 
real desarrollados en este trabajo precisaría 
de la preparación de rectas de calibrado 
cada día que se realice el análisis. 
Los resultados obtenidos tras llevar a 
cabo el análisis estadístico de los datos 
confirmaron que las técnicas de PCR en 
tiempo real desarrolladas en este trabajo 
permiten la cuantificación de pequeñas 
cantidades de ADN de las especies objeto 
de estudio incluso si las muestras han sido 
sometidas a tratamientos térmicos muy 
intensos como la esterilización. No obstante, 
las ecuaciones de cuantificación de cada 
especie diana en las correspondientes 
mezclas cárnicas variaron en función del tipo 
de tratamiento térmico aplicado a las 
muestras. En consecuencia, la cuantificación 
de la especie diana en una muestra 
problema requeriría de la preparación de 
diferentes rectas de calibrado con un 
tratamiento térmico similar al de la muestra 
analizada.  
Por otra parte, el empleo de las 
sondas TaqMan® en las técnicas de PCR en 
tiempo real aportó ventajas frente al SYBR® 
Green, ya que mejoró la especificidad, 
eficiencia y sensibilidad alcanzadas. Sin 
embargo, cabe señalar como principal 
inconveniente el elevado coste que 
presentan las sondas TaqMan®, así como la 
dificultad ligada al diseño y disponibilidad de 
los oligonucleótidos que componen el 
sistema TaqMan®-PCR (sondas y cebadores 
específicos). Por el contrario, el SYBR® 
Green tiene la ventaja de ser más barato que 
las sondas específicas TaqMan® y además 
la optimización de las condiciones de la 
reacción es muy sencilla. No obstante, el 
principal inconveniente de este agente 
intercalante es su baja especificidad, debido 
a que se une de manera indistinta tanto al 
producto de PCR esperado como a posibles 
productos generados inespecíficamente o a 
dímeros de cebadores. Debido a su 
inespecificidad, con frecuencia es necesario 
llevar a cabo procedimientos adicionales 
como el análisis de las curvas de melting o 
incluso el análisis electroforético de los 
productos de PCR generados, aumentando 
el coste del ensayo y el tiempo necesario 
para confirmar los resultados (Houghton y 
Cockerill, 2006; Kubista y col., 2006). Para 
mejorar la especificidad se deben emplear 
condiciones de reacción óptimas y una 
selección cuidadosa de los cebadores que 
disminuyan el riesgo de amplificaciones 
inespecíficas y la formación de dímeros. Otro 
inconveniente del empleo del SYBR® Green 
como marcador es que no es posible 
detectar simultáneamente varias reacciones 
de amplificación distintas en el mismo tubo. 
Recientemente, se han desarrollado nuevos 
procedimientos basados en la utilización de 
EvaGreen® como agente intercalador 
fluorescente (Wu y col., 2008; Chen y col., 
2009). En comparación con el SYBR® Green, 
el EvaGreen® es menos tóxico, por lo que 
puede ser utilizado en una concentración 
mayor, presenta una mayor estabilidad y 
produce menos probabilidades de amplifi-
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caciones inespecíficas (Mao y col., 2007).  
Una vez demostrada la eficacia de 
los sistemas de PCR en tiempo real para el 
análisis cualitativo y cuantitativo de mezclas 
cárnicas experimentales, se comprobó su 
aplicabilidad para la detección y cuantifi-
cación de las especies diana en diversos 
productos comerciales (embutidos curados, 
estofados, patés, conservas escabechadas, 
hamburguesas, etc.). Para llevar a cabo el 
análisis de los productos sólo se emplearon 
los sistemas basados en la utilización de 
sondas TaqMan® puesto que, como ya se ha 
señalado, la especificidad, eficiencia y sensi-
bilidad de estos sistemas era mayor que la 
de los sistemas que utilizaban SYBR® Green. 
En la mayoría de los casos, las técnicas de 
PCR en tiempo real permitieron la detección 
de las especies diana descritas en el 
etiquetado de los productos (Tablas 3 y 4, 
págs. 156 y 157; Tabla 3, págs. 167 y 168; 
Tabla 2, págs. 182 y 183). No obstante, en 
varios patés de perdiz y faisán no se detectó 
la especie diana con los sistemas 
específicos correspondientes. Sin embargo, 
estas muestras se amplificaron correcta-
mente con el sistema empleado como 
control positivo, lo cual podría indicar un 
fraude en el etiquetado de estos patés. 
Asimismo, diversas carnes crudas y 
conservas escabechadas etiquetadas como 
paloma zurita no se amplificaron con el 
sistema específico de paloma zurita pero sí 
se detectó fluorescencia cuando se 
analizaron con el sistema específico de 
paloma bravía. Estos resultados podrían 
indicar un posible fraude derivado de la 
sustitución de la especie paloma zurita por 
paloma bravía. Además, se comprobó la 
capacidad de los sistemas de PCR en 
tiempo real para la cuantificación de la 
especie diana en aquellos productos 
comerciales que contenían varias especies 
animales en su composición. El porcentaje 
de especie diana presente en los productos 
se calculó interpolando el valor de Cp 
normalizado obtenido en cada muestra, en la 
recta estándar generada a partir de las 
mezclas experimentales crudas (en el caso 
de los productos comerciales crudos) o 
esterilizadas (en los productos comerciales 
tratados térmicamente) de la especie diana 
correspondiente. No obstante, en casi todas 
las muestras analizadas, el porcentaje de 
especie diana estimado no se correspondía 
con el contenido real indicado en el 
etiquetado del producto. En este sentido, 
como se ha explicado anteriormente, la 
cuantificación de especies en un producto 
precisa de la preparación de diferentes 
rectas de calibrado en función del 
tratamiento térmico de las muestras y del 
tipo de tejido analizado. Por tanto, para 
poder llevar a cabo una cuantificación real 
del porcentaje de especie diana presente en 
los productos comerciales sería necesario 
preparar rectas de calibrado a partir de 
muestras con composición y tratamiento 
térmico idénticos a cada producto analizado. 
Sin embargo, teniendo en cuenta la gran 
variedad de ingredientes que se utilizan en la 
preparación de los productos cárnicos (carne, 
hígado, grasa, leche, huevos, aceite, etc.), 
así como la diversidad en los tratamientos 
térmicos aplicados en la industria cárnica, la 
preparación de diferentes rectas de calibrado 
para cada tipo de producto resulta inviable. 
Por esta razón, el empleo de los sistemas de 
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PCR en tiempo real para el análisis de 
productos cárnicos queda limitado a una 
detección cualitativa de la especie diana, no 
siendo posible la cuantificación real de su 
contenido. No obstante, aunque sólo puedan 
ser empleados con fines cualitativos, los 
resultados obtenidos en este trabajo 
demuestran que los sistemas de PCR en 
tiempo real desarrollados constituyen una 
herramienta muy útil para verificar la 
autenticidad de productos comerciales de las 
especies objeto de estudio.  
Por otra parte, los productos 
comerciales que contenían más de una 
especie animal en su composición se 
analizaron también mediante PCR conven-
cional empleando cebadores específicos de 
pollo, pavo, pato, cerdo y vaca diseñados en 
trabajos previos (Martín y col., 2007a, b, c, 
2008) para verificar la composición indicada 
en el etiquetado. Las especies detectadas 
mediante este análisis coincidieron con las 
especies declaradas en el etiquetado, a 
excepción de varios chorizos y salchichones 
de avestruz en los que se detectó cerdo a 
pesar de que en el etiquetado sólo se 
indicaba la presencia de carne de avestruz y 
leche de vaca. Estos resultados podrían 
indicar un posible fraude en el etiquetado de 
los productos derivado de la adición de 
carne de cerdo al producto. Asimismo, la 
presencia de cerdo podría deberse a 
contaminaciones cruzadas a través de los 
equipos y utensilios empleados para la 
elaboración de los productos.  
En los últimos años, la detección y 
cuantificación de productos de PCR me-
diante la utilización de técnicas de PCR en 
tiempo real ha adquirido gran importancia, ya 
que ha demostrado ser una alternativa 
relativamente sencilla y eficaz a otras 
técnicas de análisis más lentas y laboriosas 
(Ahmed, 2002). Ésta técnica, además de sus 
numerosas aplicaciones en el campo del 
diagnóstico clínico y de la investigación 
básica, ha demostrado su eficacia en el 
análisis de alimentos, principalmente en la 
detección y cuantificación de organismos 
modificados genéticamente (OMG) (Hernán-
dez y col., 2004; Toyota y col., 2006; Freese 
y col., 2007; Chaouachi y col., 2008; Salvi y 
col., 2008), alergenos alimentarios frecuen-
tes como frutos secos y cereales (Brezná y 
Kuchta, 2008; Demmel y col., 2008; Mustorp 
y col., 2008; Scaravelli y col., 2008; Röder y 
col., 2011), microorganismos patógenos y 
alterantes (Chiang y col., 2007; De Martinis y 
col., 2007; Grady y col., 2008; 
Krascsenicsova y col., 2008; Maede y col., 
2008; Malorny y col., 2008; Ridley y col., 
2008), así como en el control de la 
autenticidad y trazabilidad de los alimentos 
(Brodmann y Moor, 2003; Dooley y col., 
2004; Tanabe y col., 2007; Zhang y col., 
2007; Kesmen y col., 2009; Köppel y col., 
2009). Sin embargo, es importante señalar 
que, a pesar de la extensa bibliografía 
existente sobre el empleo de la técnica de 
PCR en tiempo real para la diferenciación y 
cuantificación de carnes de especies 
domésticas en alimentos, su aplicación para 
la detección cualitativa y cuantitativa de 
carnes y productos cárnicos de aves de caza 
y de la avicultura alternativa ha sido, hasta el 
momento, muy reducida. Chisholm y col. 
(2008a) desarrollaron una técnica que 
utilizaba cebadores específicos y sondas 
                        IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
 
219 
TaqMan® diseñadas en el gen mitocondrial 
citocromo b para la detección cualitativa de 
codorniz y faisán. Los resultados obtenidos 
demostraron la capacidad del ensayo para 
detectar hasta 10 pg de ADN de faisán y      
2 pg de ADN de codorniz en diluciones 
decimales de ADN extraído a partir de 
muestras de carne cruda. Asimismo, el 
empleo de los sistemas específicos diseña-
dos permitió detectar las especies diana en 
productos comerciales y diversas mezclas 
cárnicas tratadas a 121 ºC y 1,1 bar de 
presión durante 20 min y 180 ºC durante 120 
min, que contenían entre un 25 y un 10 % de 
las especies diana. En cuanto a la detección 
de ADN de perdiz, pintada, paloma bravía, 
paloma torcaz, paloma zurita, becada y 
zorzal común, no existen trabajos previos 
que aborden la identificación de estas 
especies mediante técnicas de PCR en 
tiempo real. Por otra parte, cabe resaltar que, 
hasta donde llega nuestra información, no 
existen estudios en los que se lleve a cabo la 
diferenciación de carnes de paloma bravía, 
paloma torcaz y paloma zurita mediante 
técnicas genéticas de PCR.  
 Con relación a la identificación de 
avestruz, a parte de la técnica de PCR 
convencional con cebadores específicos 
desarrollada por Colombo y col. (2000), se 
han publicado muy pocos estudios para la 
detección de ADN de esta especie en carnes 
y productos cárnicos. Martínez e Yman 
(1998) desarrollaron una técnica de RADP 
basada en el empleo de tres cebadores 
arbitrarios que permitió la diferenciación de 
carne cruda de avestruz, de carnes 
procedentes de otras especies como vaca, 
oveja, cabra, cerdo, búfalo, caballo, burro, 
alce, canguro y reno. Por otra parte, 
Abdulmawjood y Bülte (2002) llevaron a 
cabo la diferenciación de avestruz, pollo, 
pavo, pato, cerdo, vaca, oveja y cabra 
mediante una técnica de PCR-RFLP basada 
en la digestión de un fragmento conservado 
de 359 pb del gen citocromo b con cuatro 
enzimas de restricción. No obstante, como 
ya se ha mencionado, las técnicas de RAPD 
y PCR-RFLP presentan limitaciones a la 
hora de analizar muestras sometidas a 
tratamientos térmicos intensos y productos 
cárnicos de composición compleja. En 
cuanto al empleo de PCR en tiempo real, a 
parte de las técnicas desarrolladas en esta 
tesis doctoral, la única técnica de este tipo 
publicada hasta el momento para la 
detección de avestruz es la descrita por 
López-Andreo y col. (2005). El sistema 
empleado por estos autores se basa en la 
utilización de una sonda TaqMan® MGB y 
cebadores específicos diseñados en una 
región comprendida entre el gen mitocondrial 
citocromo b y la subunidad 5 de la NADH 
deshidrogenasa. La técnica de PCR en 
tiempo real detectó hasta 3 x 10-5 ng de ADN 
de avestruz en mezclas cárnicas crudas. Sin 
embargo, no se evaluó su aplicabilidad para 
la detección de avestruz en muestras 
sometidas a tratamiento térmico y productos 
comerciales. Por el contrario, los sistemas 
de PCR en tiempo real descritos en esta 
tesis doctoral permitieron llevar a cabo la 
detección de avestruz en muestras some-
tidas a tratamientos térmicos intensos así 
como en una amplia variedad de productos 
comerciales de diversa composición.  
En el caso concreto del urogallo, se 
han publicado numerosos trabajos basados 
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en el examen de plumas y heces mediante el 
empleo de técnicas genéticas como la 
secuenciación de ADN, el análisis de 
marcadores microsatélites y la caracteri-
zación de SNPs, para estudios de 
biodiversidad de poblaciones (Regnaut y col., 
2006; Duriez y col., 2007; Rodríguez-Muñoz 
y col., 2007; A'Hara y col., 2009; Jacob y col., 
2010). No obstante, hasta donde llega 
nuestra información, a parte de las técnicas 
de PCR-RFLP, PCR convencional con 
cebadores específicos y PCR en tiempo real 
desarrolladas de esta tesis doctoral, no se 
han desarrollado técnicas que aborden la 
diferenciación de carne de urogallo con el fin 
de controlar su trazabilidad y comercio. El 
desarrollo de técnicas que permitan la 
correcta identificación de la carne de esta 
especie adquiere gran relevancia puesto que, 
a pesar de que la caza del urogallo está 
prohibida en diversos países europeos, 
existen evidencias de su caza furtiva así 
como del comercio ilícito de su carne. En 
este sentido, las técnicas de PCR 
propuestas en esta tesis doctoral constituyen 
una herramienta de gran utilidad para 
confirmar la existencia de estas prácticas 
ilegales, facilitando de este modo la 
conservación y mantenimiento de la especie. 
Por otra parte, los métodos desarrollados 
también permitirían controlar la trazabilidad 
de la carne y productos cárnicos derivados 
del urogallo en aquellos países en los que 
está permitido su comercio.  
 El empleo de técnicas de PCR en 
tiempo real para la detección de especies en 
los alimentos presenta numerosas ventajas 
frente a otros métodos de análisis como las 
técnicas de PCR-secuenciación, PCR-RFLP, 
o PCR convencional con cebadores 
específicos. En primer lugar, el tiempo 
necesario para obtener los resultados se 
reduce, al no requerir el análisis 
electroforético posterior de los productos de 
PCR. Si el equipo empleado es el 
LightCycler o equivalente, esta ventaja es 
todavía más acusada, pudiéndose completar 
el proceso de amplificación y detección en 
30-40 min. Además, todo el proceso se 
realiza en el mismo tubo, lo que disminuye el 
número de manipulaciones y, en conse-
cuencia, la variabilidad de los resultados y 
las posibilidades de contaminación de las 
muestras. A diferencia de los sistemas de 
PCR convencional, en los que los 
fragmentos amplificados se detectan al final 
de la PCR, mediante los sistemas de PCR 
en tiempo real es posible registrar la 
amplificación en los primeros ciclos de la 
reacción, lo que asegura que ningún 
componente pueda estar limitando el 
proceso de amplificación. Asimismo, las 
técnicas de PCR en tiempo real presentan 
una mayor sensibilidad, lo que disminuye el 
riesgo de falsos negativos. Por otra parte, al 
poderse analizar un elevado número de 
muestras simultáneamente, se facilita la 
automatización y su aplicación en el análisis 
rutinario de alimentos. Sin embargo, hay que 
destacar que el empleo de los ensayos de 
PCR en tiempo real para la cuantificación de 
especies animales en productos cárnicos 
presenta limitaciones debido a que la 
exactitud del método está influenciada por 
diversos factores que pueden afectar al ADN 
diana, tales como su degradación y la 
diferente concentración de este ADN en los 
distintos tejidos analizados.  
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 Teniendo en cuenta los resultados 
alcanzados en este trabajo, se puede afirmar 
que la metodología de PCR en tiempo real 
propuesta, que emplea cebadores espe-
cíficos de especie y cebadores conservados 
de organismos eucariotas, constituye una 
herramienta rápida, sensible y fiable que 
tiene un gran interés para verificar la 
autenticidad de las carnes y productos 
cárnicos procedentes de codorniz, faisán, 
perdiz, pintada, paloma bravía, paloma 
torcaz, paloma zurita, becada, zorzal común, 
avestruz y urogallo. Su utilización puede 
contribuir a garantizar el cumplimiento de las 
normas de etiquetado y evitar prácticas 
fraudulentas en la elaboración de estos 
productos.  
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PRIMERA. La técnica de PCR-RFLP utilizando las enzimas de restricción seleccionadas 
en este trabajo y los marcadores genéticos mitocondriales 12S ARN ribosómico y D-loop, 
ha permitido la obtención de perfiles de restricción especie-específicos para la 
identificación de carnes procedentes de codorniz, faisán, perdiz roja, perdiz chukar, 
pintada, paloma torcaz, paloma bravía, becada, zorzal común, urogallo y avestruz, así 
como su diferenciación de carnes de consumo habitual como el pollo, pavo, pato y oca. La 
técnica desarrollada en el marcador genético 12S ARN ribosómico sólo resultó adecuada 
para la identificación de las especies diana en carnes y productos cárnicos crudos. Sin 
embargo, el empleo del marcador D-loop permitió dicha identificación tanto en carnes y 
productos cárnicos crudos como tratados térmicamente.  
SEGUNDA. La técnica de PCR cualitativa con cebadores especie-específicos de 
codorniz, faisán, perdices del género Alectoris, perdiz roja, perdiz pardilla, pintada, 
paloma, becada, zorzal común, urogallo y avestruz, diseñados en los genes 
mitocondriales 12S ARN ribosómico y D-loop, ha permitido la identificación específica de 
carnes y productos cárnicos de las especies mencionadas. En mezclas cárnicas, el límite 
de detección alcanzado fue del 0,1 % para todas las especies analizadas. La sensibilidad 
de los ensayos no varió al analizar carnes y productos cárnicos sometidos a distintos 
tratamientos térmicos. 
TERCERA. La detección de un polimorfismo de un solo nucleótido (SNP) en las 
secuencias obtenidas en un fragmento del intron 1 del gen nuclear que codifica para la 
rodopsina en perdiz roja, perdiz chukar y perdices híbridas resultantes de cruces entre 
perdiz roja y perdiz chukar, ha permitido la diferenciación de estas especies en carnes y 
productos cárnicos crudos y tratados térmicamente. 
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CUARTA. La técnica de PCR en tiempo real con cebadores especie-específicos 
diseñados en el gen mitocondrial 12S ARN ribosómico, ha permitido la detección y 
cuantificación de ADN de codorniz, faisán, perdices del género Alectoris, pintada, becada, 
paloma bravía, paloma torcaz, paloma zurita, zorzal común, avestruz y urogallo en 
mezclas cárnicas experimentales crudas y esterilizadas, en el intervalo comprendido 
entre el 0,1 % y el 50 %. El tratamiento térmico aplicado a las mezclas y el tipo de tejido 
analizado influyeron en las ecuaciones de cuantificación obtenidas. La utilización de 
sondas TaqMan® mejoró los resultados de especificidad, eficiencia y sensibilidad 
respecto a los obtenidos con el intercalador fluorescente SYBR® Green.  
QUINTA. La aplicación de la técnica de PCR en tiempo real con sondas TaqMan® al 
análisis de productos cárnicos comerciales crudos y tratados térmicamente ha permitido 
la identificación cualitativa de todas las especies seleccionadas en este trabajo.  
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FIRST. The PCR-RFLP technique using the restriction endonucleases selected in this work 
and the 12S ribosomal RNA and D-loop mitochondrial markers, allowed the unequivocal 
identification of meats from quail, pheasant, red-legged partridge, chukar partridge, guinea 
fowl, woodpigeon, common pigeon, Eurasian woodcock, song thrush, capercaillie, and 
ostrich, and their differentiation from domestic species such as chicken, turkey, duck, and 
goose. The PCR technique based on the 12S rRNA genetic marker was only appropriate 
for the identification of the target species in raw meat products. However, the use of the D-
loop mitochondrial gene allowed the identification of the target species in both raw and 
heat-treated meat products. 
SECOND. The qualitative polymerase chain reaction developed with the specific primers of 
quail, pheasant, partridge species from the genus Alectoris, red-legged partridge, grey 
partridge, guinea fowl, pigeon, Eurasian woodcock, song thrush, capercaillie, and ostrich, 
designed in the mitochondrial 12S ribosomal RNA and D-loop genes, allowed the specific 
identification of meat and meat products from these animal species. In meat mixtures, the 
detection limit of the PCR assays was set on 0.1 % for all the target species. The sensitivity 
of the PCR was not modified when heat-treated meat products were analysed. 
THIRD. The detection of a single nucleotide polymorphism (SNP) in the sequences 
obtained from a nuclear rhodopsin gene fragment of red-legged partridge, chukar 
partridge and hybrids resulting from crosses between red-legged partridge and chukar 
partridge, has allowed the differentiation among these partridge species in raw and heat-
treated meat and meat products. 
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FOURTH. The real-time PCR assay based on the use of species-specific primers 
designed in the mitochondrial 12S ribosomal RNA gene, enabled the identification and 
quantification of quail, pheasant, partridge species from the genus Alectoris, guinea fowl, 
common pigeon, woodpigeon, stock pigeon, Eurasian woodcock, song thrush, ostrich, and 
capercaillie, in experimental raw and sterilized meat mixtures in the range of 0.1 % to     
50 %. Different calibration curves should be used in accordance with the treatment applied 
to the samples and the tissue matrix analyzed. TaqMan® probes improved the specificity, 
sensitivity and efficiency of the assay with respect to the fluorescent SYBR® Green 
molecule.  
FIFTH. The application of the TaqMan® real-time PCR assay to the analysis of raw and 
heat-treated commercial meat products has allowed the qualitative identification of all the 
species selected in this work. 
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UTILIZACIÓN DE MICROARRAYS DE ADN 
Y ES PECTROMETRÍA DE MASA S PARA 
LA IDENTIFICACIÓN DE AVES DE CAZA Y 
DE LA AVICULTUR A ALTERNATIVA EN  
CARNES Y PRODUCTOS CÁRNICOS  
 Los resultados obtenidos en esta 
tesis doctoral con las técnicas genéticas 
desarrolladas (PCR-RFLP, PCR con 
cebadores especie-específicos y PCR en 
tiempo real), han permitido la detección del 
ADN de diferentes especies de aves de caza 
y de la avicultura alternativa en carnes y 
productos cárnicos. No obstante, aunque 
estas técnicas han demostrado ser de gran 
utilidad para llevar a cabo la identificación de 
cada una de las especies consideradas, 
presentan limitaciones para identificar varias 
especies de manera simultánea. Como ya se 
ha señalado, la técnica de PCR-RFLP 
resulta inadecuada para la detección de 
especies en productos cárnicos constituidos 
por varias especies animales debido a la 
dificultad para interpretar adecuadamente los 
patrones de bandas generados. Con relación 
a las técnicas de PCR convencional y PCR 
en tiempo real con cebadores específicos, a 
pesar de ser muy útiles para la identificación 
de especies en productos cárnicos 
complejos, no permiten detectar simultá-
neamente varias especies diana ya que su 
empleo requiere llevar a cabo ensayos 
individuales distintos para cada una de las 
especies susceptibles de estar presentes en 
el producto analizado. Este inconveniente 
podría ser solventado mediante el desarrollo 
de ensayos de PCR múltiple. Sin embargo, 
el diseño de ensayos de PCR múltiple 
presenta dificultades debido a la necesidad 
de disponer de parejas de cebadores 
especie-específicos que no interaccionen 
entre sí en la misma mezcla reactiva y que 
tengan temperaturas de melting similares. 
Además, en la técnica de PCR convencional,  
los amplicones generados por los cebadores 
deben ser de tamaño suficientemente 
diferente como para poder ser separados y 
diferenciados mediante electroforesis tras la 
amplificación. No obstante, disponer de 
dianas de diferentes tamaños resulta 
complicado si se tiene en cuenta que los 
cebadores diseñados deben amplificar 
preferiblemente fragmentos de tamaño 
inferior a 200 pares de bases para poder ser 
empleados en el análisis de muestras 
sometidas a tratamientos térmicos. Por otra 
parte, los sistemas de PCR múltiple en 
tiempo real permitirían la detección por 
separado de las especies diana en un mismo 
ensayo utilizando sondas de hibridación 
específicas marcadas con fluoróforos 
diferentes. Sin embargo, un factor limitante 
para el desarrollo de técnicas de PCR en 
tiempo real con formato múltiple es el 
número de canales de detección que posee 
el termociclador. En este sentido, los 
equipos disponibles actualmente en el 
mercado presentan de cuatro a seis canales 
de lectura permitiendo sólo la detección, 
como máximo, de seis especies en un 
mismo ensayo.  
 Estas limitaciones plantean la 
necesidad de desarrollar nuevos métodos 
que permitan llevar a cabo de forma sencilla 
y reproducible la detección simultánea de un 
gran número de especies en un producto 
cárnico. Teniendo en cuenta estos aspectos, 
en esta tesis doctoral se propone como 
trabajo futuro el desarrollo de microarrays de 
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ADN para la identificación de aves de caza y 
de la avicultura alternativa en carnes y 
productos cárnicos. 
 Por otra parte, como complemento a 
las técnicas genéticas desarrolladas en esta 
tesis doctoral, se propone el desarrollo de 
métodos basados en la detección y 
caracterización de péptidos especie-
específicos mediante espectrometría de 
masas. 
Microarrays de ADN 
 En los últimos años, las técnicas de 
biología molecular han experimentado un 
rápido desarrollo, apareciendo nuevos 
métodos de análisis masivo que permiten 
analizar en un solo experimento miles de 
moléculas. Estos nuevos sistemas de 
análisis reciben el nombre de microarrays o 
biochips. Los microarrays (derivados del 
griego mikro (pequeño) y del inglés array 
(distribución ordenada)) son sistemas de 
análisis multianalítico que consisten en 
sondas de reconocimiento (proteínas, tejidos, 
ADN...), unidas a una superficie sólida o 
matriz. Este sistema se pone en contacto 
con la muestra problema y permite el análisis 
simultáneo de miles de moléculas con una 
sensibilidad muy elevada y gran fiabilidad. 
Las ventajas de estas técnicas, derivadas de 
su grado de automatización, miniaturización 
y alta resolución, así como de su gran 
versatilidad y precisión, las convierten en 
herramientas con grandes perspectivas de 
futuro para la detección e identificación de 
especies en los alimentos. Teniendo en 
cuenta estos aspectos, en esta tesis doctoral 
se propone como trabajo futuro el desarrollo 
de técnicas de microarrays para la 
identificación de especies de aves de caza y 
de la avicultura alternativa en carnes y 
productos cárnicos. 
 El origen de los microarrays se 
remonta a la miniaturización de las técnicas 
de afinidad que se han venido empleando 
desde hace años como instrumentos 
analíticos en el campo de la biología 
molecular. Los primeros ensayos de afinidad 
con muestras inmovilizadas sobre soportes 
sólidos se realizaron en los años sesenta, en 
los que bien antígenos o anticuerpos se 
inmovilizaban sobre una superficie sólida 
para su detección. El siguiente paso en el 
desarrollo de estos dispositivos se produjo 
una década después, cuando Edwin 
Southern empleó filtros de nitrocelulosa 
como soporte para la fijación de moléculas 
de ADN capaces de hibridar con moléculas 
complementarias en disolución. La detección 
de estas hibridaciones se realizaba a través 
de un marcador radiactivo mediante revelado 
por autorradiografía. Este tipo de técnica, 
denominada Southern Blot, se extendió 
después al campo de la inmovilización de 
ARN (Nothern Blot) y proteínas (Western 
Blot). La puesta a punto de la técnica de 
Southern Blot, dio lugar a la construcción de 
matrices de material biológico inmovilizado 
sobre superficies porosas como las 
membranas de nitrocelulosa o nylon. 
Posteriormente se comenzó a trabajar con el 
empleo de superficies con unos tamaños de 
poro más reducidos y con soportes sólidos 
como el vidrio y el silicio. Además, gracias al 
desarrollo de las técnicas de miniaturización, 
se disminuyó el tamaño de los puntos de 
material depositado sobre la superficie. De 
esta forma se consiguió una mayor densidad 
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de integración en las matrices de material 
biológico lo cuál condujo hasta el desarrollo 
de los microarrays. El primer microarray 
comercialmente disponible fue producido por 
la empresa Affymetrix en el año 1994, con 
una capacidad de 16 000 sondas. Posterior-
mente al nacimiento de la tecnología 
desarrollada por Affymetrix se han ido 
sucediendo la aparición de nuevas 
compañías y nuevos desarrollos que han 
permitido alcanzar un alto grado de 
diversidad tecnológica. 
 En la actualidad se distinguen 
diversos tipos de microarrays clasificados en 
función de criterios diversos como el tipo de 
material inmovilizado o el material de soporte 
utilizado. Según el tipo de material 
inmovilizado, estos dispositivos se clasifican 
de forma general en: 
o Microarrays de ADN. Este tipo de 
chips tienen inmovilizados en la 
superficie fragmentos de material 
genético que pueden ser cadenas de 
oligonucleótidos cortos (de unas 25 
pb aproximadamente) o largos (de 
entre 50-70 pb), ADNc (ADN 
complementario sintetizado a partir 
de ARNm), o bien productos de PCR. 
Son los más utilizados en el campo 
de la investigación biotecnológica. 
o Microarrays de proteínas (Protein 
chips). Se trata de un soporte sobre 
el que se fijan distintas proteínas, 
generalmente anticuerpos. Estos 
sistemas permiten detectar simultá-
neamente y de forma eficaz los 
niveles de proteínas presentes en 
muestras complejas como suero o 
cultivos celulares. Asimismo, per-
miten la observación global de 
actividades bioquímicas de miles de 
proteínas, como las interacciones 
con otros sustratos (proteínas, ADN y 
moléculas pequeñas). La fabricación 
de este tipo de arrays es más 
compleja y costosa que la de los 
microarrays de ADN, debido a la 
dificultad para fabricar e inmovilizar 
estructuras tridimensionales como 
son las proteínas, por lo que su uso 
no está tan extendido.  
o Microarrays de tejidos (Tissue chips 
o TMA). Sobre la superficie de estos 
chips lo que se inmovilizan son 
pequeñas muestras de tejido para 
llevar a cabo análisis en paralelo de 
varias muestras o ensayos múltiples 
sobre una misma muestra. Propor-
cionan un nuevo método de alto 
rendimiento para estudiar el perfil 
molecular, la expresión del ARNm o 
el análisis de las alteraciones 
cromosómicas mediante hibridación 
in situ de múltiples muestras de tejido 
simultáneamente. Este tipo de arrays 
está considerado hoy en día una 
potente herramienta para el análisis 
masivo del perfil molecular del 
cáncer. Otras aplicaciones impor-
tantes de estos chips son el análisis 
toxicológico y la búsqueda de 
agentes patógenos. 
 Por otra parte, en función del soporte 
empleado y el tipo de unión, se pueden 
distinguir tres tipos de chips: 
o Chips "glass-based". Son chips en 
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los que el material se encuentra 
covalentemente inmovilizado a la 
superficie sólida que le sirve de 
soporte y que puede ser cristal o 
cualquier otra superficie como silicio, 
plástico u oro. 
o Chips "gel-based". Son chips en los 
que las interacciones entre el 
material a inmovilizar y el soporte 
sólido de inmovilización no tiene 
carácter covalente. Los soportes más 
comúnmente empleados son peque-
ñas porciones de geles, o membra-
nas porosas de nylon o nitrocelulosa 
presentes sobre portaobjetos de 
cristal.   
o Chips "electronic-based". Son chips 
construidos sobre electrodos en los 
que se llevan a cabo las reacciones. 
A diferencia del resto de arrays, en 
los que la hibridación es un proceso 
pasivo y aleatorio, en el caso de los 
chips microelectrónicos se genera un 
campo eléctrico que dirige activa-
mente la muestra, incrementando su 
concentración sobre las sondas, y 
por tanto, aumentando la efectividad 
del proceso. Además, este sistema 
permite hibridaciones seriadas de 
distintas muestras o bien de una 
muestra sobre diferentes combina-
ciones de sondas. 
 Otros criterios de clasificación de 
microarrays hacen referencia al diseño del 
biochip (personalizado o industrial), la forma 
de fabricación (síntesis in situ de las 
moléculas de interés sobre el propio 
microarray o síntesis por deposición de 
moléculas sintetizadas previamente), o bien 
a la utilidad perseguida con su utilización 
(secuenciación, expresión génica, hibri-
dación comparativa, etc.). 
 Las aplicaciones más conocidas de 
los microarrays son en el ámbito de la 
biomedicina, destacando su utilidad en la 
identificación de dianas terapéuticas 
(Mousses y col., 2002; Sauter y col., 2003; 
Wang y col., 2004), desarrollo de fármacos 
(Scherf y col., 2000; Turton y col., 2001), 
diagnóstico clínico (Bryant y col., 2004; 
Doménech-Sánchez y Vila, 2004) y 
farmacogenómica y farmacogenética 
(Cigudosa, 2004). En el campo de los 
alimentos, estas técnicas se han utilizado 
para la detección de organismos modificados 
genéticamente (OMGs) en alimentos 
procesados (Chen y col., 2006; Hamels y 
col., 2009), la detección de microorganismos 
patógenos y de residuos de antibióticos en 
alimentos (Knecht y col., 2004; Peng y Bang-
Ce, 2006; Kostrzynska y Bachand, 2007; 
Kim y col., 2008) así como en la 
identificación de especies animales y 
vegetales en alimentos y piensos (Peter y 
col., 2004; Rønning y col., 2005; Chisholm y 
col., 2008b; Teletchea y col., 2008; Prins y 
col., 2010). 
 En este trabajo se propone el empleo 
de microarrays de oligonucleótidos cortos 
(20-25 pb) que es uno de los formatos de 
microarrays más utilizado para la identi-
ficación genética en matrices complejas. 
Este sistema consta de una colección de 
oligonucleótidos inmovilizados en un soporte 
rígido no poroso, destinados a reconocer 
específicamente determinadas secuencias 
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de ADN diana previamente amplificadas por 
PCR a partir de la muestra problema.  
 La metodología del trabajo a seguir 
sería la siguiente:  
o Seleccionar marcadores genéticos 
adecuados que sirvan de molde para 
el diseño de las sondas de 
reconocimiento en regiones internas 
a los correspondientes productos 
amplificados. Se proponen como 
marcadores los genes mitocondriales 
12S ARNr y D-loop. Para facilitar la 
interpretación de los resultados 
negativos se utilizarán también 
controles internos de amplificación 
(gen 18S ARNr).  
o Diseñar y sintetizar sondas de 
oligonucleótidos. Las sondas cortas 
(25-35 pb) internas a cada uno de los 
amplicones seleccionados, deberán 
diseñarse en zonas que contengan 
suficientes diferencias en sus 
secuencias como para permitir la 
detección específica de las especies 
diana. Para el diseño de las sondas, 
se empleará el software Oligo Desing 
(http://www.enme.umd.edu/bioengine
erin), ya que este programa 
automatiza algunas etapas del 
proceso que mejoran la elección de 
las sondas.  
o Poner a punto las técnicas de 
microarrays de ADN para la 
detección específica de las especies 
seleccionadas en carnes y productos 
cárnicos. Para ello será necesario:  
- Construir los microarrays de 
oligonucleótidos. Cada chip estará 
formado por las sondas previa-
mente sintetizadas y depositadas 
en spot sobre un soporte de vidrio. 
En este formato cada spot 
representa un gen y está 
constituido por un grupo de sondas.  
- Preparar y marcar el ADN diana. 
Empleando el ADN extraído a partir 
de muestras de carne de las 
especies objeto de estudio se 
pondrán a punto las amplifi-
caciones por PCR de los frag-
mentos genéticos seleccionados.  
- Los amplicones obtenidos se 
marcarán con un fluorocromo para 
su posterior incubación sobre el 
panel de sondas del chip.  
- Hibridación de los microarrays y 
visualización de las reacciones. En 
la hibridación, el material obtenido 
de las muestras convenientemente 
tratado y marcado se pondrá en 
contacto con el array, produ-
ciéndose una reacción de afinidad 
entre las hebras de ADN de las 
sondas inmovilizadas en la 
superficie del chip, con sus 
cadenas complementarias presen-
tes en las muestras a investigar. A 
continuación, se someterán los 
arrays a una serie de lavados para 
eliminar hibridaciones inespecíficas 
entre la muestra y el material 
inmovilizado o la superficie del 
biochip. Posteriormente, se proce-
derá a la medición de la señal 
mediante un escáner.  
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- Analizar los resultados obtenidos. 
Tras la detección de la señal, se 
analizarán las imágenes obtenidas 
para la obtención de los resultados 
numéricos utilizando programas 
informáticos específicos.  
- Utilizar los ensayos desarrollados 
en el análisis de productos 
cárnicos comerciales a fin de 
comprobar la aplicabilidad de los 
microarrays para determinar el 
origen animal de los productos 
cárnicos analizados. 
Espectrometría de masas 
 Recientemente, las técnicas de 
identificación de especies basadas en el 
análisis de proteínas han experimentado un 
espectacular desarrollo. Tradicionalmente, 
las herramientas de las que se disponía para 
este fin sólo permitían el análisis de 
proteínas de una forma poco sensible y 
excesivamente lenta y costosa. Sin embargo, 
los grandes avances acaecidos en el campo 
de la espectrometría de masas han 
propiciado la aparición de nuevos métodos 
capaces de reconocer y caracterizar de 
forma rápida, marcadores moleculares 
proteicos útiles para la identificación de 
especies en una gran variedad de productos 
alimenticios. 
 La espectrometría de masas se basa 
en el diferente comportamiento que 
presentan los iones de un compuesto al 
atravesar campos eléctricos y magnéticos. 
Dichos iones se separan por su relación 
masa/carga y posteriormente son detectados 
y registrados. En principio, el espectro de 
masas de cada compuesto es único y puede 
ser utilizado para caracterizar el analito. Las 
principales ventajas de esta técnica son: a) 
proporciona una gran especificidad en la 
determinación del peso molecular de un 
compuesto debido a la posibilidad de medir 
exactamente su masa molecular así como 
obtener información a partir de los 
fragmentos iónicos de un analito; b) elevada 
sensibilidad, pudiendo llegar en ocasiones a 
detectar señales correspondientes a tan sólo 
10 iones; c) es muy versátil, ya que permite 
determinar la estructura de compuestos muy 
diversos, siendo aplicable a todo tipo de 
muestras (volátiles, no volátiles, polares, 
apolares, sólidos, líquidos y gases); y d) 
elevada rapidez en la obtención de 
resultados. Estos factores han contribuido a 
considerar la espectrometría de masas como 
una herramienta extraordinariamente prome-
tedora en el control de autenticidad de los 
alimentos. 
 Los espectrómetros de masas 
utilizados en el análisis de proteínas y 
péptidos pueden ser divididos básicamente 
en las siguientes partes: 
o Sistema de entrada. Su objetivo es 
introducir una pequeña cantidad de 
muestra (aproximadamente un 
micromol) en la fuente de ionización.  
o Fuente de ionización. Es el lugar del 
espectrómetro de masas en el que 
los componentes de la muestra se 
convierten en iones. En muchos 
casos la fuente de ionización y el 
sistema de entrada están combi-
nados en un único componente. 
Entre las distintas variantes de estas 
fuentes de ionización, destacan por 
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su aplicabilidad a péptidos y 
proteínas la desorción/ionización 
mediante láser asistida por matriz 
(MALDI) y la ionización por 
electrospray (ESI).   
o Analizador. Es la parte del 
espectrómetro de masas donde tiene 
lugar la separación de los fragmentos 
iónicos generados en función de su 
relación masa/carga. Esta separa-
ción se produce por aplicación de 
diferentes campos eléctricos y 
magnéticos. Los más utilizados son 
el analizador de tiempo de vuelo 
(TOF), el analizador tipo cuadrupolo 
(Q) y el analizador de trampa de 
iones (IT). 
o Detector. Convierte el haz de iones 
en una señal eléctrica que puede ser 
procesada, almacenada y enviada a 
un ordenador. 
 El análisis de proteínas mediante 
espectrometría de masas puede llevarse a 
cabo según distintos tratamientos. Si se 
parte de proteínas separadas mediante 
geles monodimensionales o bidimensionales, 
se recortan las proteínas del gel donde se 
han aislado. Si por el contrario se parte de 
muestras líquidas (fracciones de una 
cromatografía o un extracto proteico que 
contenga mezcla de proteínas) es necesario 
llevar a cabo una limpieza de la muestra, 
seguida de la desnaturalización, reducción y 
alquilación de la misma. En ambos casos 
(proteínas separadas en gel o proteínas en 
solución), el siguiente paso en el 
procedimiento consiste en la digestión de las 
mismas mediante una proteasa específica, 
generalmente tripsina porcina, que genera 
un conjunto de péptidos. Los péptidos son 
posteriormente analizados por espectro-
metría de masas siguiendo principalmente 
dos metodologías: 
o Identificación de péptidos mediante 
“huella peptídica”. Los péptidos 
resultantes de la digestión de las 
proteínas, generalmente separadas 
mediante geles monodimensionales 
o bidimensionales, se analizan 
mediante espectrometría de masas 
tipo MALDI-TOF. En la ionización 
MALDI los analitos son convertidos 
en iones mediante la acción de un 
láser. Esta fuente de ionización se 
asocia a un analizador de tiempo de 
vuelo (TOF) en el que los iones se 
separan en función de su relación 
masa/carga tras ser acelerados en 
un campo eléctrico, obteniéndose un 
espectro de masas del conjunto de 
péptidos denominado “huella peptí-
dica” (peptide finger-printing). 
o Identificación de la secuencia de 
péptidos mediante espectrometría de 
masas en tándem (MS/MS). En este 
caso, la mezcla de péptidos obteni-
dos de la digestión de proteínas, 
generalmente procedentes de 
muestras líquidas, se separan por 
cromatografía líquida y se analizan 
mediante espectrometría de masas 
tipo ESI en combinación con un triple 
cuadrupolo (Q) o una trampa iónica 
(IT). Estas técnicas permiten el 
análisis en tiempo real de los 
péptidos individuales presentes en la 
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mezcla inicial, dando lugar a la 
fragmentación de los mismos y la 
generación de un espectro de masas 
para cada péptido, también llamado 
espectro de fragmentación o 
espectro de masas en tándem 
(MS/MS). Estos espectros propor-
cionan información sobre la identidad 
y posición de los aminoácidos en el 
péptido. La superposición de los 
diferentes péptidos, permite obtener 
la secuencia completa de aminoáci-
dos e identificar la proteína que 
forman.  
 Tanto las huellas peptídicas como los 
espectros MS/MS son característicos de 
cada una de las proteínas y péptidos, y 
permiten su identificación. La disponibilidad 
de ambas técnicas hace de la espec-
trometría de masas una interesante 
herramienta para la identificación sistemática 
de proteínas.  
 En el análisis de alimentos, la 
espectrometría de masas se ha empleado 
con éxito para la determinación de 
microorganismos patógenos y contami-
nantes (Andersen y col., 2008; Bianchi y col., 
2009; Tormen y col., 2011), la detección de 
alergenos (Chassaigne y col., 2007; Monaci 
y col., 2010; Heick y col., 2011) y la 
identificación de especies (Carrera y col., 
2007; Buckley y col., 2008; Mazzeo y col., 
2008; Ortea y col., 2009; Sentandreu y col., 
2010). 
 Teniendo en cuenta estos aspectos, 
en este trabajo se propone el desarrollo y 
diseño de nuevos procedimientos para la 
identificación de aves de caza y de la 
avicultura alternativa basados en el análisis 
de péptidos por espectrometría de masas de 
tipo MALDI-TOF y espectrometría de masas 
en tándem (MS/MS). 
 La metodología del trabajo a seguir 
sería la siguiente:  
o Extraer y purificar las proteínas 
termoestables de muestras de carne 
de las especies de aves de caza y de 
avicultura alternativa objeto de 
estudio. 
o Identificar las proteínas cuyas 
movilidades electroforéticas, obte-
nidas por electroforesis monodi-
mensional y bidimensional, sean 
diferentes para las distintas especies 
analizadas. 
o Digerir las proteínas seleccionadas 
con tripsina. 
o Identificar y caracterizar mediante 
espectrometría de masas MALDI-
TOF, las variaciones en los mapas 
peptídicos resultantes de las 
digestiones, con la finalidad de 
determinar aquellos picos específicos 
que permitan la diferenciación de las 
distintas especies. 
o Caracterizar los péptidos especie-
específicos mediante distintos 
procedimientos de secuenciación de 
novo, utilizando espectrometría de 
masas en tándem en un equipo LC-
ESI-IT. La determinación de la 
secuencia de los péptidos especí-
ficos, permitirá su identificación como 
biomarcadores para la identificación 
inequívoca de las especies 
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estudiadas. 
o Desarrollar un nuevo procedimiento 
de autentificación para la identifi-
cación rápida de las especies de 
aves de caza y de la avicultura 
alternativa objeto de estudio a partir 
de la monitorización mediante 
espectrometría de masas, de los 
distintos péptidos específicos carac-
terizados en el objetivo anterior.  
o Validar el procedimiento de identifi-
cación mediante su aplicación a 
distintos productos comerciales. 
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ADN Ácido Desoxirribonucleico  
ADNc Ácido Desoxirribonucleico 
 Complementario 
AFLP Amplified Fragment Length 
 Polymorphism 
 Polimorfismo en la Longitud de 
 Fragmentos Amplificados 
ANOVA Analysis of Variance 
 Análisis de la Varianza  
APCI Atmospheric Pressure Chemical 
 Ionization 
 Ionización Química a Presión 
 Atmosférica 
ARN Ácido Ribonucleico 
ARNm Ácido Ribonucleico Mensajero 
ARNr Ácido Ribonucleico Ribosómico 
ASICCAZA Asociación Interprofesional de la Carne 
 de Caza 
bar Bar  
BLAST Basic Local Alignment Search Tool  
BOE Boletín Oficial del Estado  
BSA Bovine Serum Albumin  
 Seroalbúmina Bovina 
BSE Bovine Spongiform Encephalopathy 
 Encefalopatía Espongiforme Bovina 
bp base pair 
CE Comunidad Europea  
CE Capillary Electrophoresis 
 Electroforesis Capilar 
CEE Comunidad Económica Europea 
cm Centímetro 
COI Cytochrome oxidase I 
 Citocromo oxidasa I 
Cp  Crossing point  
 Punto de corte  
Ct  Threshold cyle  
 Ciclo umbral 
CV Coefficient of Variation  
 Coeficiente de Variación  
DNA Deoxyribonucleic Acid  
dNTP Deoxyribonucleotide triphosphate 
 Desoxirribonucleótidos trifosfato 
DOCE  Diario Oficial de las Comunidades 
 Europeas 
DOGC Diario Oficial de la Generalitat de 
 Catalunya 
DOUE Diario Oficial de la Unión Europea  
E Efficiency 
 Eficiencia 
EC European Commission  
EDTA Ethylenediaminetetraacetic Acid  
 Ácido Etilendiaminotetraacético  
EI Electron Impact 
 Ionización Electrónica  
ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay  
EMBL European Molecular Biology Laboratory  
EMBOSS  European Molecular Biology Open 
 Software Suite  
ESI Electrospray ionization 
 Ionización por Electrospray 
EU European Union  
 Unión Europea 
FAB Fast Atom Bombardment  
 Bombardeo Atómico Rápido 
FINS Forensically Informative Nucleotide
 Sequencing 
 Secuenciación Nucleotídica con 
 Información Forense 
FIR Infrarrojo Lejano  
FRET Fluorescence Resonance Energy 
 Transfer  
 Transferencia de Energía de 
 Resonancia Fluorescente  
g Gramo 
h Hora 
HPLC High Performance Liquid 
 Chromatography  
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 Cromatografía Líquida de Alta 
 Resolución  
HPLC-EC Cromatografía Líquida de Alta 
 Resolución con Detección 
 Electroquímica         
ICH International Conference on 
 Harmonisation  
 Conferencia Internacional sobre 
 Armonización 
IEF Isoelectroenfoque 
IR  Infrarrojo  
ISO International Organization for 
 Standardization 
 Organización Internacional para la 
 Estandarización 
IT Ionic trap 
 Trampa iónica 
kDa Kilodalton 
kg Kilogramo 
km Kilómetro 
LC-ESI-IT Cromatografía líquida de alta 
 resolución/fase reversa acoplada a 
 espectrometría de masas de tipo 
 electrospray-trampa iónica 
m Metro 
MALDI Matrix-Assisted Laser Desorption 
 Ionization  
 Desabsorción/Ionización Láser Asistida
 por Matriz  
MAPA Ministerio de Agricultura, Pesca y 
 Alimentación 
MARM Ministerio de Medio Ambiente, y Medio 
 Rural y Marino 
MC1R Melanocortin 1 receptor 
 Receptor 1 de la Melanocortina 
mg Miligramo 
MGB  Minor Groove Binder  
µL Microlitro 
min Minuto 
MIR  Infrarrojo Medio  
mL Mililitro 
MS Mass Spectrometry  
 Espectrometría de Masas 
mtDNA Mitochondrial Deoxyribonucleic Acid  
NCBI  National Centre for Biotechnology 
 Information  
ng Nanogramo 
NIR Infrarrojo Cercano  
NIRS Near Infrared Spectroscopy  
 Espectroscopia de Infrarrojo Cercano  
nm Nanómetro 
OMG Organismo Modificado Genéticamente  
PAGIF Polyacrylamide Gel Isoelectric Focusing 
 Isoelectroenfoque en gel de 
 poliacrilamida 
pb pares de bases  
PBS Phosphate-Buffered Saline  
PCR Polymerase Chain Reaction  
 Reacción en Cadena de la Polimerasa 
PCR-RAPD PCR-Random Amplified Polymorphic DNA 
 Polimorfismo del ADN Amplificado con 
 Cebadores Arbitrarios 
PCR-RFLP PCR-Restriction Fragment Length 
 Polymorphism  
 Polimorfismo en la Longitud de los 
 Fragmentos de Restricción de Regiones 
 Amplificadas por PCR 
pg picogramo 
pmol Picomol 
RDP1 First intron of the Nuclear Rhodopsin 
 Gene 
 Intrón 1 del Gen Nuclear de la 
 Rodopsina 
RNA Ribonucleic Acid  
rRNA Ribosomal Ribonucleic Acid  
RP-HPLC Cromatografía Líquida de Alta 
 Resolución con Columnas de Fase 
 Reversa  
rpm revolutions per minute  
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SBH Sequencing by Hybridization  
 Secuenciación por Hibridación 
SD Standard Deviation 
 Desviación Standar 
SDS Sodium Dodecyl Sulphate  
 Dodecil Sulfato Sódico  
SDS-CE Electroforesis Capilar con SDS 
SDS-PAGE Electroforesis en Gel de Poliacrilamida 
 con SDS 
SNP Single Nucleotide Polymorphism 
 Polimorfismo de Nucleótido Simple 
SSP Salt Soluble Protein  
 Proteína Soluble en Disoluciones Salinas 
STR Short Tandem Repeats 
 Repeticiones Cortas en Tándem 
t Tonelada 
Tm Melting temperature  
 Temperatura de disociación 
TOF Time of flight 
 Tiempo de vuelo 
UV Ultraviolet  
V Voltio 
WSP Water Soluble Protein 
 Proteína Soluble en Agua
  
  
 
 
  
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
